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RESUMO

A deficiéncia de desidrogenase das acil-CoA de cadeia curta (SCAD) é um erro
inato do metabolismo devido a um defeito no ultimo ciclo de pB-oxidagédo, sendo
especifica para acidos graxos de cadeia curta (4 a 6 carbonos), resultando no acumulo
de acidos organicos de cadeia curta, principalmente dos acidos etilmalénico e
metilsucinico, formados pela metabolizagdo por rotas secundarias do butiril-CoA
acumulado.

A deficiéncia de SCAD manifesta-se principalmente no periodo neonatal ou
durante a infancia e até mesmo na idade adulta. Os achados clinico-laboratoriais sao
heterogéneos, incluindo acidose metabdlica, acidose latica, vOmitos, atraso no
desenvolvimento, convulsdes, fraqueza muscular e miopatia cronica. No entanto, o
sintoma mais comum apresentado pelos pacientes portadores dessa deficiéncia é a
disfungao neuroldgica, a qual pode estar relacionada ao acumulo de acidos organicos
de cadeia curta e sua toxicidade ao sistema nervoso central.

No presente trabalho nosso objetivo foi investigar o efeito in vitro dos acidos
etilmalénico e metilsucinico sobre algumas atividades enzimaticas fundamentais para o
metabolismo energético. Visando contribuir para uma melhor compreensdo da
fisiopatogenia dessa doenca testamos o efeito desses metabdlitos sobre a atividade
dos complexos da cadeia respiratéria e da creatina quinase em cértex cerebral,
musculo esquelético e musculo cardiaco de ratos jovens.

Verificamos que os acidos etilmalénico e metilsucinico, na concentracéo de 1
mM, inibiram significativamente a atividade do complexo I+IIl da cadeia respiratéria em
cortex cerebral de ratos, porém ndo alteraram a atividade dos demais complexos da
cadeia respiratéria (I1I, SDH, II+lll, 1l e IV) nesses tecido bem como nado alteraram a
atividade de todos os complexos da cadeia repiratéria em musculo esquelético e
musculo cardiaco dos ratos nas concentragdes de 1 e 5 mM. Observamos também que
0 acido etilmalénico (1 e 2,5 mM) reduziu de forma significativa a atividade total de
creatina quinase em cértex cerebral de ratos, mas ndo alterou essa atividade nos

musculos esquelético e cardiaco. Por outro lado o acido metilsucinico ndo modificou a
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atividade total da creatina quinase em nenhum dos trés tecidos estudados, cortex
cerebral, musculo esquelético e musculo cardiaco de ratos.

Testamos entdo o efeito do acido etilmalénico sobre a atividade da creatina
quinase nas fracbes mitocondrial e citosdlica de cortex cerebral, musculo cardiaco e
musculo esquelético de ratos. O acido (1 e 2,5 mM) inibiu significativamente a atividade
da creatina quinase apenas na fragao mitocondrial de cortex cerebral.

Demostramos também que o antioxidante glutationa (1 mM) preveniu o efeito
inibitério do acido etilmalbnico sobre a atividade total da creatina quinase em cértex
cerebral. A glutationa (0,5 mM) e o acido ascérbico (0,5 mM) também preveniram o
efeito inibitério do acido etilmalénico sobre a atividade da creatina quinase na fragao
mitocondrial de cortex cerebral. Por outro lado a adicdo de L-NAME ou trolox nao
alterou o efeito inibitério do acido etilmalénico sobre a atividade da creatina quinase.

Esses resultados indicam que o acido etilmalénico possui um efeito inibitdrio
especifico sobre a isoforma mitocondrial da creatina quinase do cérebro, ou seja, sobre
a CKy a, ndo afetando a isoenzima citosolica cerebral ou as isoenzimas citosdlicas e
mitocondrial presentes no musculo esquelético e no musculo cardiaco. Além disso, o
efeito da glutationa, que atua como um agente redutor de grupos tidis, indica que a
acao inibitéria do acido etilmalbnico sobre a creatina quinase pode estar relaciona a
oxidagao de grupos sulfidrila essenciais a atividade da enzima. Ja a prevengao do efeito
inibitorio do acido etilmaldnico causada pelo acido ascoérbico sugere que o acido pode
estar envolvido com a formacgao dos radicais superdxido e hidroxila, uma vez que este
agente antioxidante atua sobre esses radicais livres.

Essas observagbes em seu conjunto indicam que os acidos etilmaldnico e
metilsucinico comprometem o metabolismo energético cerebral através da inibigdo de
atividades enzimaticas essenciais para a producgao e transporte de energia pela célula.
E, portanto, possivel que esse possa ser um dos mecanismos envolvidos com o dano

cerebral que ocorre nos pacientes afetados por deficiéncia de SCAD.
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ABSTRACT

Short-chain acyl-CoA dehydrogenase (SCAD) deficiency is an inherited metabolic
disease caused a defect in the last cycle of B-oxidation, resulting in the accumulation of
short chain fatty acids, mainly of tethylmalonic and methylsuccinic acids, formed from
butyryl-CoA.

SCAD deficiency usually appears in the the neonatal period, but the main
symptoms may apear during chilhood or even in the adult. The symptomatology is highly
heterogeneous, including metabolic acidosis, lactic acidemia, vomiting, development
delay, seizures, muscular weakness and chronic myopathy. However, the most common
symptomatology is neurological dysfuction, which may be related to the accumulation of
neurotoxic short chain organic acids.

In the present work our objective was to investigate the in vitro effect of
ethylmalonic and methylsuccinic acids on some important enzymatic activities of energy
metabolism aiming to contribute to a better understanding of the pathophysciology of
SCAD deficiency. We tested the effect of these metabolites on the activity of the
complexes of the respiratory chain and the creatine kinase in cerebral cortex, skeletal
muscle and cardiac muscle of young rats

We verified that ethylmalonic and methylsuccinic acids, at the concentration of 1
mM, significantly inhibited the activity of complex I+1ll of the respiratory chain in cerebral
cortex of rats. However, these acids did not affect the activity of the other complexes of
the respiratory chain (Il, SDH, [I+11l, 1ll and 1V) in cerebral cortex, neither the activity of
all complexes of the repiratory chain in skeletal muscle and cardiac muscle of rats at 1
and 5 mM concentrations.

We also obbserved that ethylmalonic acid (1 and 2.5 mM) significantly reduced
the activity of total creatine kinase in cerebral cortex of rats, but did not modify this
activity in skeletal and cardiac muscle. On the other hand methylsuccinic acid did not
modify the activity of total creatine kinase in cerebral cortex, skeletal muscle and cardiac
muscle of rats.

We then tested the effect of ethylmalonic acid on the activity of creatine quinase

in mitocondrial and cytosolic fractions of cerebral cortex, cardiac muscle and skeletal
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muscle of rats. The acid (1 and 2.5 mM) significantly inhibited the activity of the creatina
quinase in the mitocondrial fraction of cerebral cortex, without affecting this activity in the
cytosolic or both fractions in skeletal and cardiac muscle.

We also demonstrated that the antioxidant agent glutathione (1 mM) prevented
the inhibitory effect of ethylmalonic acid on the activity of total creatine kinase in cerebral
cortex. Furthermore, glutathione and ascorbic acid (0.5 mM) prevented the inhibitory
effect of the ethylmalonic acid on the activity of the creatine kinase in the mitocondrial
fraction of cerebral cortex. Incontrast, the addition of L-NAME or trolox (soluble vitamin
E) did not modify the inhibitory effect of the ethylmalonic acid on creatine kinase activity.

These results indicate that the ethylmalonic acid have a specific inibitory effect on
the mitocondrial isoform of creatine kinase in the brain, that is, on CKy,;, not affecting the
cytosolic isoenzyme or the cytosolic and mitocondrial isoenzymes of skeletal and
cardiac muscles. Moreover, the effect of glutathione, that acts as a thiol-reducing agent,
indicates that the inhibitory action of ethylmalonic acid the creatine kinase may be
related to the oxidation of essential sulfhydryl groups of the enzyme. The prevention of
the inibitory effect of ethylmalonic acid caused by ascorbic acid suggests that the acid
can be involved with the formation of the free radicals superoxide and hydroxyl, which
are trapped by this antioxidant agent acts.

Taken together, these results indicate that ethylmalonic and methysuccinic acis
compromise cerebral energy metabolism through the inhibition of essential enzymatic
activities necessary for the production and transport of energy in the cell. It is, therefore,
possible that this may be one of the mechanisms involved with the cerebral damage that

occurs in patients affected for SCAD deficiency.
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1. INTRODUGAO
1.1 Erros inatos do metabolismo
1.1.1 Conceito e classificagcao dos erros inatos do metabolismo

Erros inatos do metabolismo (EIM) sdo defeitos hereditarios que ocorrem em
rotas metabdlicas quase sempre devidos a anormalidades na sintese de uma proteina,
geralmente uma enzima, alterando suas fungdes. A auséncia ou deficiéncia severa da
atividade enzimatica leva a um bloqueio metabdlico com acumulo dos substratos e seus
derivados, com repercussao clinica variavel no individuo, dependendo da importancia
da rota afetada. No entanto, geralmente provocam sintomatologia grave, muitas vezes
afetando o sistema nervoso central (SNC). Os EIM ja foram descritos em todas as areas
do metabolismo humano normal (Scriver et al, 2001).

Sinclair (1982) classificou os EIM em quatro grandes grupos conforme o tipo de
funcdo exercida pela proteina deficiente e o tecido envolvido, considerando ainda

aspectos clinicos, bioquimicos, patolégicos e terapéuticos:

— desordens de transporte: afetam o transporte renal ou intestinal de moléculas
organicas ou inorganicas. Exemplos: deficiéncia de dissacaridases e defeito no

transporte de magnésio;

— desordens de armazenamento, degradagdo e secregado: envolvem proteinas
relacionadas com o aparelho de Golgi ou lisossomas, na sua grande maioria,
provocando acumulo de macromoléculas em tecidos especificos. Exemplos:

doencas lisossémicas de depdsito, glicogenoses e cistinose;

— desordens de sintese: envolvem a sintese anormal ou incompleta de proteinas com

fungcdes hormonais, de defesa imunoldgica, estruturais, etc. Exemplo: hiperplasia



adrenal congénita por deficiéncia na atividade da enzima de 21-hidroxilase,

hipogamaglobulinemia;

— desordens do metabolismo intermediario: envolvem deficiéncias enzimaticas das
rotas de metabolizagdo de moléculas pequenas (aminoacidos, glicidios,
neurotransmissores, etc), podendo comprometer rotas importantes como os ciclos
dos acidos tricarboxilicos e da uréia, ou rotas relacionadas a estas. O bloqueio
produz o acumulo do substrato da enzima deficiente, bem como dos metabdlitos
produzidos a partir deste, além da deficiéncia do produto final da rota, caso nao
possa ser suprido por outra via metabdlica. O acumulo de metabdlitos tdéxicos pode
causar outras alteragdes bioquimicas secundarias e danos nos tecidos. Como esses
produtos sao liberados na circulagdo, podem prejudicar outros tecidos, sendo
finalmente excretados na urina. Constituem o maior grupo do EIM e tém como
exemplos as acidurias organicas, as aminoacidopatias, as desordens do

metabolismo das purinas, da frutose, galactose e pentose, e outros.

1.1.2 Sintomatologia

As manifestagdes clinicas dos EIM sdo muito variadas e inespecificas, inclusive
entre pacientes que possuem o mesmo disturbio, pois a expressividade € muito
variavel. Essa variagéo fenotipica deve-se a diferentes graus de deficiéncia enzimatica,
area do metabolismo envolvida e tecidos afetados. Algumas manifestagcdes clinicas
aparecem com maior frequéncia no periodo neonatal, tais como deficiéncia no
crescimento, vémitos, diarréia, convulsdes, letargia ou coma, odor peculiar na pele ou
urina e dificuldade alimentar, enquanto outras (atraso no desenvolvimento psicomotor,

neurodegeneragao progressiva) podem aparecer mais tarde (Burton, 1987). A tabela



1.1 apresenta as manifestagbes clinicas mais freqlentes dos erros inatos do

metabolismo.

Tabela 1.1 - Principais manifestagcbes clinicas dos erros inatos do metabolismo nos

primeiros anos de vida (Burton, 1987)

e Deficiéncia de crescimento

e Dificuldade alimentar

e VOmitos
e Diarréia
o Letargia
e Coma

e Hipotonia ou hipertonicidade

e Convulsbes

¢ Dificuldade respiratéria e apnéia
e Hepatomegalia

e Odor anormal na urina e na pele
¢ Anormalidades oculares

e Dismorfias (anormalidades menores)

1.1.3 Diagnéstico de erros inatos do metabolismo
Para simplificar a investigacao dos EIM, podemos dividi-los em dois grandes

grupos, o das moléculas pequenas (aminoacidopatias, acidemias organicas,



intolerdncia a agucares, etc.) e o das moléculas complexas (doencgas lisossOmicas de

depdsito, peroxissomais, etc.).

O protocolo para a investigagao laboratorial inicial € dirigido principalmente para

o diagnéstico dos EIM de moléculas pequenas e € denominada de triagem simples. A

triagem simples contempla uma bateria de testes urinarios, bem como cromatografia

semiquantitativa de aminoacidos em sangue e urina. A tabela 1.2 mostra os principais

testes de triagem urinarios. Em sua maioria, os testes de triagem nao sao especificos,

mas o resultado positivo indica a necessidade de avaliagdbes mais especificas,

direcionando a investigagao para exames mais dirigidos.

Tabela 1.2 — Testes de triagem na urina para erros inatos do metabolismo

Teste

Metabdlito detectado

EIM

Benedict (Cliniteste)

Dinitrofenilhidrazina
p-Nitroanilina
Cianeto-nitroprussiato
Nitrosonaftol

Teste do Sulfito

Cloreto férrico

Acucares redutores

a-cetoacidos

Acido metilmalénico
Cistina/homocistina

Tirosina e derivados da tirosina

Sulfitos

Cetoacidos

Galactosemia, intolerancia a frutose,
glicosuria renal

Acidurias organicas

Aciduria metilmalbnica
Cistinaria/homocistinuria
Tirosinemia

Def. de sulfito oxidase, Deficiéncia
do cofator Molibdénio

Fenilcetonuria

Assim, o resultado positivo no teste de Benedict indica a presenga de um agucar

redutor e nos direciona para a identificagdo do composto acumulado, o que pode ser

realizado por cromatografia em camada delgada de glicidios na urina. A presenca de



galactose neste ultimo teste, pode indicar uma galactosemia, enquanto a presencga de
frutose sugere intolerancia hereditaria a frutose e a glicose indica glicosuria renal ou
sindrome de Fanconi de causa primaria ou secundaria. Para a definicdo do tipo de
galactosemia, devem ser medidas as enzimas possivelmente deficientes, como a
galactose-1-fosfato uridil transferase, cuja baixa atividade esta relacionada a
galactosemia classica. Os testes dinitrofenilhidrazina e p-nitroanilina, quando positivos,
direcionam a investigagcdo para as acidurias organicas. Nestes casos, a realizagcédo de
uma cromatografia gasosa de acidos organicos € indicada. No caso da p-nitroanilina,
um resultado positivo indica fortemente a possibilidade de aciduria metilmalbénica. Ja o
teste para a deteccao de sulfitos aponta para a possibilidade da deficiéncia de sulfito
oxidase e do metabolismo do cofator molibdénio. O teste do cianeto-nitroprussiato
indica a presenga de grupamentos sulfidrila que sdo caracteristicos da cistinuria e
homocistinuria (com nitrato de prata) e o do nitrosonaftol, por detectar a presenca de
metabdlitos da tirosina, indica o diagndstico da tirosinemia. Ja o teste do cloreto férrico
indica a presenca de cetoacidos (fenilcetonuria). Esses testes devem ser realizados
simultaneamente com a cromatografia de aminoacidos.

A cromatografia de aminoacidos pode ser realizada em camada delgada ou em
papel. E um teste semiquantitativo, pois somente observamos a presenca de bandas
aumentadas indicando que aquele aminoacido estd em quantidade acima do normal
(Ersser & Smith, 1976). Quando observamos que o aminoacido estd em concentragéo
mais elevada, € aconselhavel realizar uma dosagem quantitativa do mesmo para se
verificar o valor exato da concentragdo do aminoacido, o que pode ser feito por
cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC) (Joseph & Marsden, 1986),

cromatografia de troca ibnica (analisador automatico de aminoacidos).



A identificagdo de um EIM permite, muitas vezes, a introdu¢cao de um tratamento
eficaz. Quando isso néo € possivel, a ocorréncia de outros afetados no mesmo grupo
familiar pode ser evitada pela identificagdo de casais em risco, aos quais pode ser
oferecido o aconselhamento genético e, em muitos casos, o diagndstico pré-natal

(Golpertz, 1974; Warrs et al, 1975).

1.2 Acidurias organicas

Acidurias organicas sao doengas hereditarias autossbmicas recessivas em que
ocorre acumulo tecidual de um ou mais acidos carboxilicos (Chalmers & Lawson,1982;
Scriver et al, 2001). Sdo causadas por bloqueio metabdlico devido a deficiéncia severa
da atividade de uma enzima, usualmente do metabolismo dos aminoacidos, podendo
também comprometer o metabolismo dos lipidios ou dos carboidratos. Ha mais de 60
destes disturbios cuja etiologia esta bem definida.

Em uma visdo mais ampla, os defeitos de oxidagédo de acidos graxos, constituido
por 23 defeitos bioquimicos e caracterizados bioquimicamente pelo acumulo de acidos
dicarboxilicos de cadeia média de carbonos (acidos adipico, subérico e sebacico), bem
como de varios acidos carboxilicos especificos para cada doenga, também podem ser
considerados como acidurias organicas (Roe & Coates, 1995; Rinaldo et al, 1998).

Relativamente  a outros grupos de EIM, as acidemias orgéanicas sao
consideradas as mais freqlientes doengas metabdlicas em criangas severamente
enfermas (Chalmers et al, 1980; Hoffmann, 1996) e dos mais frequentes grupos de

enfermidades hereditarias do metabolismo (Hoffmann, 1994).



1.2.1 Sintomatologia

Embora as manifestagcdes clinicas dos disturbios do metabolismo dos acidos
organicos sejam bastante variaveis, podendo refletir disfungdes em praticamente todos
os sistemas do organismo, a maioria dos afetados apresenta disfuncédo neurolégica em
suas variadas manifesta¢des (Tabela 1.3). Por outro lado, aproximadamente 20 % dos
portadores dessas doencgas apresentam sintomas exclusivamente neuroldgicos
(Rashed et al, 1994).

Algumas destas doencas tem um inicio de apresentagdo subito no periodo
neonatal. Os afetados apresentam sintomas graves que muitas vezes os levam ao
desenlace fatal e sdo freqientemente confundidos com septicemia, visto que ambas
situagbes se caracterizam por acidose e encefalopatia aguda. Em criangas de mais
idade, a apresentacdo do quadro clinico € mais variavel, porém as manifestacdes
neuroldgicas sado bastante freqlentes, quando n&o as unicas. Nestes pacientes,
podemos ter a forma crbnica progressiva que se caracteriza por atraso no
desenvolvimento fisico/psicomotor, recusa alimentar, vomitos, infecgdes de repeticao,
hipotonia e outros sinais neurolégicos e a forma crbnica intermitente, com episddios
recorrentes de cetoacidose, letargia, coma e outros sinais neuroldgicos, que podem vir
acompanhados de sintomas em outros érgéos, principalmente no figado (Sindrome de

Reye).



Tabela 1.3 - Principais sintomas neurolégicos dos pacientes afetados por acidurias

organicas

- Retardo psicomotor progressivo

- Hipotonia

- Convulsdes

- Crises encefalopaticas (ataques com coma e convulsdes generalizadas)
- Ataxia

- Sinais extrapiramidais (distonia, atetose, discinesia. etc.)

- Sinais piramidais (paralisia cerebral)

- Mioclénus

- Macrocefalia/microcefalia

- Paresia e hemiplegia

1.2.2 Diagnéstico

O diagnodstico das acidemias organicas € fundamentalmente laboratorial e
usualmente feito por um aumento significativo na concentracao urinaria de varios acidos
organicos. O diagndstico das acidemias organicas € feito em urina, pois os acidos
organicos possuem uma depuracdo renal elevada provavelmente devido a sua alta
toxicidade. A figura 1.1 mostra alguns passos para o diagndstico de acidemias

organicas.



Exames de primeira linha

Sangue: hemograma, hemocultura, gasometria arterial, glicose,
eletrolitos, testes de fungdo hepatica e renal

Urina: EQU, urocultura, multistix (corpos cetonicos, aglicares, etc.)
Liquor: bioquimica, cultura
Radiologia: Raio X de torax

Exames de segunda linha
Cetose .
Y Sangue: amonia, lactato, cromatografia de
Cetoacidose \ aminoacidos
Acidémia Latica Urina: cromatografia de aminoécidos e glicidios
Hipoglicemia
Hiperamonemia /

Exames de terceira linha

Sangue: analise quantitativa de aminoécidos, de carnitina
livre e total e de acilcarnitinas

/ Urina: analise quantitativa de aminoacidos, de

acidos organicos e acilcarnitinas

DIAGNOSTICO DE
ACIDURIAS ORGANICAS

Exames de quarta linha
Estudos enzimaticos (pele, figado, musculo e leucécitos)

Histoquimica (figado e musculo)

Estudos moleculares (mutagdes)

Figura 1.1 - Protocolo para o diagnéstico laboratorial das acidurias organicas em recém-

nascidos e neonatos em crise.



A tabela 1.4 mostra as principais indicacdes para a analise de acidos organicos.

Tabela 1.4 - Indicagdes para a determinagao de acidos organicos na urina

- Crise metabdlica de causa desconhecida (acidose metabdlica, acidemia latica,
aumento do anion gap, hipoglicemia, cetonemia, cetonuria neonatal, hiperamonemia,
citopenia)

- Manifestacdes clinicas de intoxicagao sistémica

- Acidose metabdlica persistente

- Hepatopatia de causa desconhecida

- Doenca neuroldgica de causa desconhecida

- Encefalopatia com convulsées

- Doenga multisistémica com sintomas progressivos

- Disturbio de metabolismo energético suspeito

O desenvolvimento da cromatografia gasosa aplicada para a detecgao de acidos
organicos em liquidos biologicos possibilitou a partir da segunda metade da década de
60 o diagnostico acurado das acidemias organicas e a detecgcdo de um numero
crescente de novos disturbios (Tanaka et al, 1996; Buchanan & Thoene, 1991). A
analise de acidos organicos é feita por cromatografia gasosa (CG) em colunas capilares
longas ou de preferéncia por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massa (CG/EM) usualmente em uma amostra de urina, preferencialmente nos
momentos de crise com descompensagao metabdlica (Sweetmann, 1995).

O diagndstico correto de uma aciduria organica depende da identificacdo na
urina de varios acidos organicos especificos. A verificagdo de apenas um metabdlito
elevado geralmente ndo é muito elucidativa no diagndstico destes disturbios, uma vez

que indica a possibilidade de varios disturbios. Muitas vezes um diagndstico € somente
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conseguido através de analise repetitiva de amostras coletadas em periodos distintos e
especialmente durante crises com descompensagdao metabolica, quando as
concentragdes dos metabdlitos anormais aumentam. A tabela 1.5 mostra as principais
acidemias organicas diagnosticadas pelo aumento dos niveis urinarios de varios acidos
organicos. Para o caso dos defeitos de oxidacdo de acidos graxos que constituem um
grupo separado de acidemias, visto que os pacientes apresentam com frequéncia
acidose metabdlica, deve-se identificar os acidos dicarboxilicos caracteristicos na urina
através de CG/EM bem como dos niveis séricos e teciduais de carnitina total e livre e o
perfil das acilcarnitinas no sangue. Estudos sobre a oxidagdo de acidos graxos e a
determinagcdo das atividades enzimaticas especificas s&o igualmente Uuteis para

estabelecer-se o diagnéstico final.
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Tabela 1.5 - Principais acidemias orgéanicas diagnosticadas pelo aumento dos niveis

urinarios de acidos organicos.

DOENGA

ACIDOS ORGANICOS AUMENTADOS NA URINA

Acidemia Propibnica

Acidemia Metilmaldnica

Acidemia Latica

Acidemia Isovalérica

Deficiéncia multipla de Carboxilases
Deficiéncia da Holocarboxilase Sintetase e

Deficiéncia de Biotinidase

Deficiéncia de 3-metilcrotonil-CoA Carboxilase

Aciduria 3-metilglutacénica

Aciduria 3-hidroxi-3-metilglutarica

Aciduria Glutarica tipo |

Aciduria Glutarica tipo Il

Aciduria L-2-Hidroxiglutarica
Aciduria D-2-Hidroxiglutarica
Aciduria Fumarica

Aciduria Mevalbnica

Doenca de Canavan
Aciduria D-Glicérica
Hiperoxaluria Tipo |
Hiperoxaldria Tipo Il

Aciduria 4-Hidroxibutirica

Acido 3-hidroxipropiénico, acido metilcitrico,
acido 3-hidroxivalérico, propionilglicina
Acido metilmalénico e metabdlitos da acidemia
propidnica
Acido latico, acido pirtvico, acido 2-
hidroxibutirico, acido 4-hidroxifenillatico
Isovalerilglicina, acido 3-hidroxiisovalérico, acido

4-hidroxiisovalérico

Acido 3-hidroxiisovalérico, 3-metilcrotonilglicina,
acido metilcitrico, acido 3-hidroxoipropidnico,
acido latico
Acido 3-hidroxiisovalérico, 3-metilcrotonilglicina
Acido 3-metilglutacénico, acido 3-metilglutarico,
acido 3-hidroxiisovalérico
Acido 3-hidroxi-3-metilglutarico, acido 3-
metilglutacdnico, acido 3-metilglutarico, acido 3-
hidroxiisovalérico, 3-metilcrotonilglicina
Acido glutarico, acido 3-hidroxiglutarico, acido
glutacdnico
Acido glutéarico, acido etilmalénico, &cido adipico,
acido subérico, acido 2-hidroxiglutarico,
isovalerilglicina, isobutirilglicina
Acido L-2-hidroxiglutarico
Acido D-2-hidroxiglutarico
Acido fumarico
Mevalonolactona, acido mevaldnico
Acido N-acetil aspartico
Acido D-glicérico
Acido oxalico, &cido glicélico, acido glioxilico
Acido oxalico, &cido L-glicérico
Acido 4-Hidroxibutirico, acido 3-4-

dihidroxibutirico
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1.3 Defeitos no metabolismo de acidos graxos

Os defeitos hereditarios na oxidagdo mitocondrial de acidos graxos foram
descritos inicialmente na década de 1970 em pacientes que apresentavam fraqueza
muscular ou rabdomidlise induzida por exercicio. Nesses pacientes os sintomas
estavam associados a anormalidades no metabolismo muscular de acidos graxos e a
um decréscimo no conteudo muscular de carnitina. Pouco tempo depois foi identificada
a sindrome da deficiéncia sistémica de carnitina, e, no inicio de década de 1980 , foi
descrita a deficiéncia da desidrogenase da acil-Coenzima A (CoA) de cadeia média
(MCAD). Desde entao foram descritas pelo menos 23 diferentes desordens afetando a
oxidagdo mitocondrial de acidos graxos e a cetogénese (Roe & Ding, 2001; Rinaldo,
2001).

Os pacientes afetados por essas doengas apresentam, tipicamente, intolerancia
ao jejum associada a hepatopatia, miopatia e cardiomiopatia, além de anormalidades
bioquimicas que manifestam-se principalmente durante as crises agudas e
descompensagdes metabdlicas (Ribes et al, 1998).

Acredita-se que a prevaléncia dos defeitos na oxidagdo dos acidos graxos seja
subestimada, ndo apenas porque os métodos para a deteccdo de metabdlitos
apresentam um alto custo e estdo restritos a poucos laboratérios, mas também devido a
presenca intermitente dos metabdlitos, que muitas vezes s6 aparecem em situagdes de
descompensacgao metabdlica (Roe & Ding, 2001; Ribes et al, 1998).

As desordens de oxidagdo mitocondrial de acidos graxos podem ocorrem nas
diferentes etapas do metabolismo dos acidos graxos, compreendendo defeitos no ciclo
da carnitina (no transporte da carnitina, na carnitina aciltransferase | (CPT [), na

translocase de membrana carnitina/acilcarnitina e na carnitina aciltransferase Il (CPT
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I)), deficiéncias nas acil-CoA desidrogenases (na desidrogenase da acil-CoA de cadeia
muito longa (VLCAD), na MCAD e na desidrogenase da acil-CoA de cadeia curta
(SCAD)) e deficiéncias em outras enzimas da espiral de B-oxidacédo (na desidrogenase
da 3-hidroxiacil-CoA de cadeia longa (LCHAD), na desidrogenase da 3-hidroxiacil-CoA

de cadeia curta (SCHAD) e na 2,4-dienoil redutase) (tabela 1.6) (Roe & Ding, 2001).
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Tabela 1.6 - Apresentacado clinica dos defeitos de oxidacdo dos acidos graxos

Doenca Hipoglicemia Hepatopatia Miopatia Cardio- Morte
Jejum Cetose miopatia  Subita

a)Deficiéncias de enzimas
da matriz mitocondrial

MCAD + + + - - e
SCAD + + + +++ - +
SCHAD (figado) + + + + _ A+
SCHAD (musculo) + + - + + _
MCKAT + + + +H+ + +
2,4-dienoil-redutase - - - 4t . ;
HMG-CoA sintase +++ - + - - .
HMG-CoA liase +++ - + + + _
o-ETF (Acidiria glutarica ++ - + + + +
1)

B-ETF (Acidaria glutarica +++ - + + + +
1)

Forma responsiva a tiamina + - - + - -
(Aciduria glutarica II)

b) Defeito de proteinas

ligadas a membranas

b.1)Membranas

mitocondriais

CPT-I (figado) + - +++ + - +
Translocase + - 4 + +++ +
CPT-II (inicio neonatal) + - + + +4++ +
CPTII (inicio tardio - - - 4t . .
VLCAD + - + + o+ o
ETF-QO (Aciduria glutarica - + + + +
1)

LCHAD Isolada + - ot + -+ +
o-TFP + - +++ + +++ +
p-TFP + - et + HH +
B.2)Membrana plasmatica

Transporte de carnitina + - + + o+ +
Transporte de acidos graxos + - +++ - - -

de cadeia longa

- = ndo ¢ manifestacio comum; + = manifestacdo ocasional; + = manifestagdo comum; +++ = manifestagdo
frequente; CoA = coenzima A; MCAD = desidrogenase de acil-coA de cadeia média; SCAD = desidrogenase de
acil-coA de cadeia curta ; SCHAD = desidrogenase de 3-hidroxi-acil-CoA de cadeia curta; MCKAT = 3-cetoacil-
CoA tiolase de cadeia média ; HMG = 3-hidroxi-3-metilglutaril ; CPT-I = carnitina palmitiltransferase I; CPT-II
= carnitina palmitiltransferase I ; VLCAD = desidrogenase de acil-CoA de cadeia muito longa; ETF =
flavoproteina transferidora de elétrons. , LCHAD = desidrogenase de hidroxiacil-CoA de cadeia longa, TFP=
proteina trifuncional
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Os mecanismos patogénicos relacionados as manifestagdes clinicas das
desordens da oxidagdo de acidos graxos sado basicamente dois: a intoxicagdo e a
deficiéncia de energia. Na intoxicagao, o acumulo de substrato provoca uma toxicidade
direta através de mecanismos ainda pouco conhecidos. Ja a deficiéncia de energia
deve-se ao fato de que a falta de oxidacdo de acidos graxos resulta na escassez de
energia, prejudicando fungdes celulares essenciais. Nessas doengas, o acumulo das
acil-CoA &acido graxo, seus metabdlitos e outros produtos relacionados sao os
componentes toxicos, enquanto a escassez de acetil-CoA e de equivalentes reduzidos
prejudica a sintese de ATP através da fosforilagdo oxidativa, resultando na reducéo da
energia celular. Ha ainda diminuicdo da cetogénese hepatica por falta de acetil-CoA

(Rinaldo, 2001)

1.3.1 Producao de energia a partir de acidos graxos

A principal fonte de energia para a sintese de ATP nos seres humanos é a
oxidagdo dos acidos graxos armazenados no tecido adiposo sob a forma de
triglicerideos, que na sua maioria sdo convertidos nas mitocondrias a acetil-CoA usada
como substrato para reagdes do ciclo de Krebs formando ATP, CO, e H,0O. No figado,
principalmente em situagdées de jejum ou exercicio prolongado, grande parte do acetil-
CoA formado € convertido nos corpos cetdnicos acetoacetato e p-hidroxibutirato, que
sdo liberados na corrente sanguinea servindo como fonte energética principalmente
para o tecido muscular e os rins. Além disso, os corpos cetdnicos também podem ser
utilizados pelo cérebro, principalmente em situagbes de grande deficiéncia de energia,
uma vez que nessas situagdes a producdo e a concentragdo sanguinea dos corpos

cetdnicos estdo aumentadas permitindo que esses entrem em maior quantidade no
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cérebro, onde s&o oxidados, reduzindo a quantidade de glicose requerida pelo cérebro.
Os corpos cetbnicos também diminuem a necessidade de se utilizar os aminoacidos
das proteinas musculares como fonte de carbono para a produgdo de glicose
(gliconeogénese) pelo figado, necessaria para que a glicemia seja mantida em tais

situagcdes (Marks et al, 1996).

1.3.2 f-Oxidacgédo de acidos graxos

Os acidos graxos s&o mobilizados das reservas do tecido adiposo e sé&o
transportados na circulagéo ligados a albumina até sua captagéo pelo figado e outros
orgaos, onde, no interior das mitocdndrias sofrerao B-oxidagao originando acetil-CoA.
Antes da p-oxidacado, os acidos graxos sao ativados através de uma acil-CoA sintetase
que utiliza ATP para formar acil AMP graxo e pirofosfato. O AMP é trocado por CoA e
forma-se acil-CoA acido graxo (Marks et al, 1996).

As acil-CoA com cadeia de tamanho superior a 10 carbonos precisam conjugar-
se a carnitina para serem transportadas para dentro da mitocéndria. A enzima carnitina
aciltransferase | (CPT 1), localizada na membrana mitocondrial externa, catalisa a
transferéncia do acil acido graxo da CoA para a carnitina. A acil-carnitina formada
atravessa a membrana mitocondrial interna através de uma translocase
carnitina/acilcarnitina. Na matriz mitocondrial a enzima carnitina aciltransferase Il (CPT
Il) transfere o acil graxo de volta para a CoA através da reesterificacdo das

acilcarnitinas (Figura 1.2).
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Citosol
Acidos Graxos
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Membrana AS
Mitocondrial externa
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° \ Carnitina /_\(v
M _>, Acil carnitina  Camitina
Acil-CoA
\
Membrana

Mitocondrial interna

Acil-CoA
v /
Carnitina Acil carnitina Carnitina
M Matriz
Espiral de
p-oxidagéao

Figura 1.2 - Ciclo da Carnitina. CC= captac¢ao de carnitina; AS=acil-CoA sintetase; COASH= coenzima A,

CPT= carnitina aciltransferase; CT= carnitina/acilcarnitina translocase, (adaptado de Roe & Ding, 2001)
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As acil-CoA, agora no interior da mitocondria, sao substrato para B-oxidagao que
€ composta por ciclos de quatro etapas, cada um dos ciclos chamado de espiral da f-

oxidagao (Figura 1.3).

ETE: Acil-CoA
Q de5|drogenase

ETFH

Acil-CoA acido graxo <
R.CH,CH,CO-S-CoA

2-Enoil-CoA
R.CH=CHCO-S-CoA

|

L-B-hidroxiacil-CoA
R.CHCH,CO-S-CoA
II

H,O

Enoil-CoA
hidratase

-hidroxiacil- CoA

B
Complexo | deS|drogenase

NADH
B-cetoacil-CoA
R.CiCHzCO-S-CoA
OH
CoA
[ B-cetotiolase }
Acetil-CoA
CH3;CO-S-CoA Acil-CoA &cido graxo
R.CO-S-CoA

Figura 1.3 - Espiral da B-oxidagdo mitocondrial. ETF= flavoproteina transferidora de elétrons; ETF:QO=
ETF:ubiquinona oxidorredutase; ETFH= ETF reduzido (adaptado de Eaton et. al., 1996)
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Na primeira etapa, uma acil-CoA desidrogenase ligada ao nucleotideo flavina
adenina dinucleotideo (FAD) retira 2 hidrogénios e seus elétrons do acido graxo
convertendo-o em enoil-CoA; o FAD(2H) gerado transfere seus elétrons para uma
flavoproteina transferidora de elétrons (ETF) que os transfere a coenzima Q na cadeia
transportadora de elétrons. Através da fosforilagao oxidativa, a transferéncia de elétrons
de cada FAD(2H) é responsavel pela producdo de aproximadamente 2 ATPs,
regenerando o FAD.

A segunda etapa é a hidratagdo da enoil-CoA catalisada pela enzima enoil-CoA
hidratase, resultando na formagao de L-B-hidroxiacil-CoA, que, em uma terceira etapa &
oxidado a B-cetoacil-CoA pela B-hidroxiacil-CoA desidrogenase em uma reagao que
envolve a reducdo de NAD" a NADH. A oxidacdo de cada NADH na cadeia respiratoria
gera aproximadamente 3 ATPs. A quarta e ultima etapa envolve a clivagem da ligagao
entre os carbonos a e B do B-cetoacil-CoA, catalisada pela enzima p-cetotiolase,
gerando os produtos de um ciclo completo da espiral da B-oxidagéo, que sao uma
molécula de acetil-CoA e uma molécula de acil-CoA graxo cuja cadeia possui 2
carbonos a menos em relagao a sua cadeia original. Esta operagao (espiral) é repetida
até que todos os carbonos do acil-CoA sejam convertidos em acetil-CoA.

Na realidade, para as reagdes da p-oxidagao existem diferentes enzimas que
atuam conforme o numero de carbonos da cadeia do acido graxo a ser oxidado. Assim,
existe uma enzima que catalisa a reacdo dos acidos graxos de cadeia curta (4 a 6
carbonos), uma para os de cadeia média (4 a 12 carbonos), uma para os de cadeia
longa (12 a 18 carbonos) e outra para os de cadeia muito longa (14 a 20 carbonos),

cujas especificidades muitas vezes sdo sobrepostas conforme o comprimento da cadeia
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dos substratos. Dessa forma, existem 4 diferentes acil-CoA desidrogenases:
desidrogenase para acil-CoA de cadeia curta (SCAD), desidrogenase para acil-CoA de
cadeia média (MCAD), desidrogenase para acil-CoA de cadeia longa (LCAD) e
desidrogenase para acil-CoA de cadeia muito longa (VLCAD).

Os acidos graxos contendo cadeia de numero impar de carbonos séao
convertidos, na ultima etapa da p-oxidagdo em acetil-CoA e propionil-CoA, o ultimo
sendo carboxilado e mais tarde convertido a sucinil-CoA, que tanto pode servir de
substrato para o ciclo de Krebs, como também formar malato, um possivel precursor de
glicose através da gliconeogénese.

Para a B-oxidacdo dos acidos graxos insaturados, entretanto, sdo necessarias
duas enzimas adicionais, uma isomerase, que transfere as ligagdes duplas até ficarem
entre os carbonos a e 3 (ou 2 e 4) e em configuragao trans e uma redutase, que reduz
o composto insaturado as custas da oxidacdo do NADPH a NADP®, eliminando a
ligacdo dupla e, desta maneira, as demais etapas da oxidagdo voltam a ocorrer
normalmente.

Os acidos graxos de cadeia muito longa (20 a 26 carbonos) sdo oxidados nos
peroxissomas através de um processo que nao produz ATP, mas que resulta na
producéo de octanoil-CoA, substancia passivel de ser p-oxidada na mitocondria. Neste
caso, além de gerar ATP, via transferéncia de elétrons para o FAD, também resulta na
producao de acetil-CoA.

Outro processo envolvido na degradagao de acidos graxos de cadeia muito longa

€ a o-oxidacdo, que ocorre preponderantemente no cérebro, através do qual o acido
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graxo perde um carbono por vez e em seguida passa a ser oxidado por B-oxidagao

(Marks et al, 1996).

1.4 Deficiéncia de desidrogenase para acil-CoA de cadeia curta (SCAD)

A deficiéncia de desidrogenase das acil-CoA de cadeia curta (SCAD) € uma
defeito no ultimo ciclo de B-oxidagdo, sendo especifica para acidos graxos de cadeia
curta (4 a 6 carbonos). A SCAD se localiza na matriz mitocondrial e catalisa a primeira
reacao de cada ciclo de p-oxidagdo. O defeito na SCAD causa o acumulo de acidos
organicos de cadeia curta, principalmente dos acidos etilmalénico e metilsucinico,
formados pela metabolizagdo por rotas secundarias do butiril-CoA acumulado. Além
desses metabolitos, acumulam-se butirilglicina e butirilcarnitina (Roe & Ding, 2001; Tein
et al, 1999).

O defeito na SCAD manifesta-se principalmente no periodo neonatal, podendo
manifestar-se também durante a infancia e até mesmo na idade adulta (Bhala et al,
1995). A sintomatologia apresenta-se bastante heterogénea, incluindo acidose
metabdlica, acidose latica, vdmitos, atraso no desenvolvimento, convulsdes, fraqueza
muscular e miopatia cronica. Entretanto, a maioria dos pacientes apresenta sinais
neurolégicos e fraqueza muscular (Ribes et al, 1998; Tein et al, 1999; Bhala et al, 1995;
Corydon et al,1996).

A deficiéncia de SCAD diferencia-se de outros defeitos na oxidacdo de acidos
graxos por ndo apresentar episodios de hipoglicemia hipocetdtica e por apresentar
sinais neuroldgicos, tais como hipotonia, hipertonia, hiperatividade ou retardo no
desenvolvimento (Tein et al, 1999; Bhala et al, 1995). O sintoma mais comum

apresentado pelos pacientes portadores dessa deficiéncia parece ser a alteragao
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neuroldgica, o qual pode estar relacionado ao acumulo de acidos organicos de cadeia
curta e sua toxicidade ao sistema nervoso central (Bhala et al, 1995; Dawson et al,

1995).

1.4.1 Achados laboratoriais na deficiéncia de SCAD

Os achados laboratoriais comumente encontrados na deficiéncia de SCAD séao
acidose metabdlica (severa ou moderada) e acidose latica. Os niveis de carnitina
apresentam-se normais, porém a razao carnitina esterificada/carnitina livre encontra-se
aumentada, provavelmente devido ao acumulo de acilcarnitinas de cadeia curta (Tein et

al, 1999; Bhala et al, 1995).

1.4.2 Patogénese

A SCAD catalisa a desidrogenagdo de compostos acil-CoA com 4 a 6 carbonos
e se localiza no interior da mitocbndria. Esta enzima participa do ultimo ciclo de
oxidagao dos acidos graxos (Dawson et al, 1995).

A deficiéncia de SCAD provoca um defeito na desidrogenagao do butiril-CoA,
que se acumula dentro da célula ativando uma rota metabdlica secundaria. O butiril-
CoA acumulado é entado carboxilado pela enzima propionil-CoA carboxilase, formando
etilmalonil-CoA que pode ser hidrolisado formando o acido etilmaldnico livre ou ser
isomerizado formando metil-sucinil-CoA que posteriormente formara o acido
metilsucinico livre. A deficiéncia de SCAD é caracterizada pela excregdo aumentada
dos acidos etilmalénico e metilsucinico na urina dos pacientes afetados. A excrecgao
torna-se maior ainda em situagdes de estresse metabdlico, como em infecgdes (Tein et

al, 1999) (Figura 1.4).
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Propionil-CoA Metilmalonil-CoA
carboxilase isomerase

n-Butiril-CoA > Etilmalonil-CoA > Metilsucinil-CoA

Acil CoA hidrolase
SCAD

Acetil CoA Acido etilmaldnico Acido metilsucinico

Figura 1.4 - Formacgéo dos metabdlitos na deficiéncia de SCAD a partir do metabolismo alternativo do n-

butiril-CoA (adaptado de Sewell, 1993)

Distintamente de outras doengas da oxidacdo de acidos graxos, como as
deficiéncias de MCAD e LCAD, os pacientes com deficiéncia de SCAD n&o apresentam
intolerancia ao jejum ou hipoglicemia. E possivel que cetogénese e a gliconeogénese
estdo estimuladas devido a oxidagdo normal dos acidos graxos de cadeia longa e

média (Bhala et al, 1995).

1.4.3 Metabdlitos acumulados na deficiéncia de SCAD

A analise da urina de pacientes com SCAD por cromatografia gasosa (CG) e
espectrometria de massa (EM) mostra niveis elevados dos acidos etilmalénico e
metilsucinico. A analise das acilglicinas demonstra um aumento na concentragdo de
butirilglicina e um leve aumento nos niveis de isovalerilglicina (Tein et al, 1999; Bhala et

al, 1995; Dawson et al, 1995).
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Através de espectrometria de massa em Tandem (MS/MS) podem ser
identificadas e quantificadas as acilcarnitinas no sangue e na urina dos pacientes.
Observa-se nesses casos uma concentragao elevada de butirilcarnitina (Roe & Ding,
2001; Bhala et al, 1995).

Os niveis dos metabdlitos acumulados na deficiéncia de SCAD apresentam-se
mais elevados em situagcdes de descompensagdo metabdlica. O diagnostico é
confirmado pela determinacéo da atividade da enzima SCAD em amostras de musculo

ou em fibroblastos cultivados (Bhala et al, 1995).

1.4.4 Aspectos moleculares da deficiéncia de SCAD

O gene da SCAD esta localizado no cromossoma 12 e codifica uma flavoproteina
mitocondrial tetramérica. As alteragdes génicas relacionadas a deficiéncia de SCAD
parecem ser bastante heterogéneas, tendo sido identificadas, at¢é o momento, seis
diferentes mutagdes, o que torna o desenvolvimento de um teste de triagem em massa
baseado em analise de DNA de baixa eficiéncia (Roe & Ding, 2001; Tein et al, 1999;

Bhala et al, 1995)

1.4.5 Outros disturbios com acidduria etilmalénica

A aciduria etilmalénica (AE) é um achado caracteristico das desordens da
oxidagdo de acidos graxos principalmente na deficiéncia de SCAD. No entanto, ha
pacientes que nao possuem deficiéncia dessa enzima e que apresentam excregao
aumentada do acido etilmalénico. Burlina et al. (1994) descreveram pacientes que
apresentavam AE, acompanhada do aumento das acilglicinas e acilcarnitinas de cadeia

curta e ramificada com caracteristicas clinicas diferentes daquelas observadas nas
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desordens de oxidacdo de acidos graxos. Esses achados, associados a atividade
normal das enzimas relacionadas a oxidagao de acidos graxos, foram descritos como
sindrome da encefalopatia etilmaldnica (Scriver et al, 2001; Ozand et al, 1994).

Essa sindrome se manifesta em geral entre 6 e 12 meses de vida. Os pacientes
apresentam hipotonia neonatal, acrocianose ortostatica, petéquias, diarréia crénica,
retardo mental e anormalidades cerebrais nas imagens de ressonancia magnética
(Scriver et al, 2001; Burlina et al, 1994). A acrocianose ortostatica, as petéquias e,
ainda, edema distal tém sido atribuidas a uma possivel vasculopatia. A diarréia cronica
nao tem sua etiologia definida, porém tem sido relacionada com a mudanga de
alimentagao do leite materno para férmulas comerciais (Burlina et al, 1994; Garcia-Silva
et al, 1997).

O acumulo do acido etilmalbnico, que aparece em elevadas concentragdes na
urina, € acompanhado por um leve aumento na concentragdo urinaria do acido
metilsucinico. O acido etilmalénico acumulado pode ser derivado da carboxilagao
elevada do butiril-CoA ou do catabolismo da isoleucina por uma rota secundaria.
Durante os episédios agudos, também ocorre acumulo dos acido 3-etil-3-
hidroxipropidnico e acido latico. As acilglicinas derivadas de butiril-CoA e de compostos
acil-CoA formados do catabolismo da leucina, isoleucina e valina também séo
excretadas em concentragdes elevadas, sendo encontrados na urina dos pacientes a
isobutirilglicina, a isovalerilglicina, a n-butirilglicina e a 2-metilbutirilglicina (Scriver et al,
2001). A maioria desses metabdlitos séo identificados e quantificados através de
cromatografia gasosa e espectrometria de massa que auxiliam o diagndstico dessa

doenca (Burlina et al, 1994).
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1.5 Metabolismo energético cerebral

O cérebro é um dos 6rgaos mais ativos metabolicamente, entretanto possui
reservas energeéticas extremamente pequenas em relagdo a sua alta taxa metabdlica
(Dickinson, 1996).

A glicose é o principal metabdlito energético no cérebro (Erecinska & Silver,
1994). Em condi¢des normais o metabolismo energético nos tecidos neurais € mantido,
quase que exclusivamente, pelo metabolismo oxidativo da glicose (Socoloff, 1993). A
oxidagdo da glicose no cérebro ocorre mais rapidamente do que em outros 6érgaos
como figado, coragdo ou rins. Em contraste com outros tecidos, o cérebro nao
necessita de insulina para captar e oxidar a glicose (Dickinson, 1996).

No jejum, corpos cetdnicos podem substituir mais de 50 % das necessidades
energéticas do cérebro (Dickinson, 1996).

A oxidagao da glicose através da via glicolitica forma piruvato, que é convertido
a CO; e H,0 no ciclo de Krebs e na cadeia transportadora de elétrons. O acoplamento
entre a cadeia transportadora de elétrons e a fosforilagdo oxidativa gera grande parte
do ATP necessario ao cérebro (Erecinska & Silver, 1994)

E bem conhecido que no cérebro a fosforilagdo oxidativa fornece em torno de
95% de todo o ATP sintetizado. Em condi¢gdes normais, onde nao existe falta de
oxigénio, a fosforilagao oxidativa € dependente de dois parametros: a concentragao de
ATP, ADP e fosfato (Pi) e da razdo mitocondrial d¢ NADH/NAD*, a qual é determinada
pela atividade da cadeia transportadora de elétrons e pelo fornecimento de equivalentes
reduzidos (elétrons) por enzimas mitocondriais. A cadeia transportadora de elétrons

oxida o NADH e bombeia protons para o espago intermembrana da mitocdndria
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formando assim um gradiente de prétons que ativa a ATP sintase que produz ATP na
fosforilagao oxidativa (Erecinska & Silver, 1994).

O mecanismo que auxilia a manutencao dos niveis cerebrais de ATP é o sistema
da creatina quinase. A creatina quinase esta presente tanto no citosol quanto ligada as
membranas mitocondriais e catalisa a transferéncia reversivel de um fosfato entre a
fosfocreatina e o ATP. O alto fluxo da reacdo na direcao da sintese de ATP, em
situacdoes de consumo de ATP, indica que a reacdo é crucial para a manutengao de
concentragbes constantes dos substratos energéticos no citosol. O sistema
creatina/fosfocreatina/creatina quinase tem sido associado a algumas fungoes,
particularmente importantes para o cérebro: tamponamento energético (através da
regeneragao do ATP a da manutengdo de niveis baixos de ADP) e transferéncia de

ATP de sitios de produgao para outros de consumo (Erecinska & Silver, 1994).

1.5.1 Creatina quinase

A enzima creatina quinase (CK) fosforila a creatina formando fosfocreatina (PCr),
e também catalisa a reagao inversa através da seguinte reagao reversivel:

CK

Creatina + ATP @——2 PCr+ ADP

Tecidos que possuem uma alta demanda de energia, como musculo esquelético,
musculo cardiaco e cérebro, apresentam uma maior concentragdo de CK, porque esta
enzima regenera o ATP, que é muito consumido nesses tecidos, a partir da
fosfocreatina (Wyss et al, 1992). O sistema creatina quinase/fosfocreatina é visto tanto

como um tampao energético, por manter os niveis de ATP, quanto como um
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transferidor de grupos fosfato de alta energia de areas de produgao de ATP para locais
de consumo de ATP (Boehm et al, 1996).

Atualmente sao conhecidas cinco isoformas da CK. Trés sdo encontradas no
citoplasma e duas na mitocdndria (CKp). As isoformas citosélicas formam dimeros,
chamados MM-CK, MB-CK e BB-CK, compostos por dois tipos de subunidades
(monémeros), o mondmero M (tipo muscular) e o mondmero B (tipo cerebral). A
isoforma MM-CK é encontrada predominantemente em musculo esquelético adulto e no
musculo cardiaco, a BB-CK esta presente principalmente em tecidos neurais, e a MB-
CK é somente encontrada em coragao (Wyss et al, 1992; Boehm et al, 1996).

As isoformas mitocondriais sdo constituidas da CK, a e b, a primeira encontrada
em todos os tecidos e a segunda presente no musculo sarcomérico (O'Gorman, 1996).
As isoformas sdo encontradas no espago intermembrana (entre a membrana
mitocondrial interna e externa), de forma livre ou entédo ligada a membrana mitocondrial
interna. Essas isoenzimas distintamente das isoformas citosdlicas podem se apresentar
tanto na forma dimérica quanto octamérica (Wyss et al, 1992). A forma octamérica é
considerada predominante e a forma ativa in vivo, sendo muito importante para varias
fungdes da enzima (Soboll et al, 1999).

A CKni , na forma octamérica, interage simultaneamente com as membranas
mitocondriais interna e externa e esta acoplada a translocase de adenina nucleotideo
que transporta o ATP produzido pela fosforilagdo oxidativa. Dessa forma, a energia
produzida no interior da mitocondria na forma de ATP é transferida para o citosol na

forma de PCr.

CK
Creatina+ ATP ——» PCr+ ADP
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A atividade da CK e as concentragdes de creatina e PCr sao importantes para o
tamponamento energético e para a transferéncia de energia dos sitios de produgao de
ATP para os sitios de consumo que utilizam as ATPases, evitando assim variagdes
grandes nos niveis celulares de ATP e ADP do metabolismo celular (Wyss et al, 1992;
O'Gorman et al, 1996).

Alteragbes na atividade da CK séo associadas com varios estados patoldgicos. A
depressao da atividade da CK no coracao esta relacionada a cardiomiopatias e faléncia
cardiaca (Konorev et al, 1998) e pacientes com miopatias mitocondriais apresentam
mitocdndrias aumentadas de volume com CK,; (O'Gorman et al, 1996).

Estudos recentes tém demonstrado a suscetibilidade da CK ao peroxinitrito
(derivado do oxido nitrico), devido a suscetibilidade de seus grupamentos tidis frente a
agentes oxidantes. O sitio ativo da CK contém um residuo essencial de cisteina e um
sitio de ligacdo a ADP contendo tirosina. Esses sitios podem ser alvos a agao do
peroxinitrito. Modificacdo ou oxidagao desses residuos podem ser responsaveis pela
reducdo na atividade da enzima (Konorev et al, 1998). O peroxinitrito causa uma
diminuicao da razao entre as formas octamérica e dimérica da CK.,, e uma reducgao na
atividade da CK, , causando uma redugao no metabolismo energético mitocondrial no

coragao (Soboll et al, 1999; Stachowiak et al, 1998).
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1.5.2 Cadeia transportadora de elétrons e fosforilagdao oxidativa

A fosforilacdo oxidativa, constituida pelo processo acoplado da transferéncia de
elétrons pela cadeia transportadora de elétrons (ou cadeia respiratoria) e pela
fosforilagdo do ADP, é responsavel pela sintese da quase totalidade do ATP gera nas
células (Marks et al, 1996).

A respiragao celular comega com a oxidagdao de substratos em varias vias
metabdlicas com a transferéncia de elétrons para o NAD* e o FAD, convertendo-os em
NADH e FAD(2H), respectivamente (Marks et al, 1996).

Em uma segunda fase os elétrons do NADH e do FAD(2H) sao transferidos
através da cadeia respiratoria por uma sequéncia de pares redox, fornecendo energia
para a sintese de ATP pelo processo de fosforilagdo oxidativa. Segundo a teoria
quimiosmotica, tal energia origina-se do gradiente de prétons gerado pelo
bombeamento de prétons pelos complexos |, Ill e IV da cadeia respiratéria para o
espaco intermembranas (entre as membranas mitocondrial interna e externa) (Marks et
al, 1996).

A cadeia respiratéria é constituida, portanto, de uma sequéncia de carreadores
de elétrons (pares redox) em sua maioria ligados a proteinas inseridas na membrana
mitocondrial interna que recebem elétrons do par redox anterior e os transfere para o
par redox seguinte até chegarem ao seu aceptor final, o O, formando H,O (Figura 1.5)
(Marks et al, 1996).

A cadeia respiratoria possui varios complexos protéicos: NADH desidrogenase
(complexo 1), sucinato desidrogenase (complexo Il), complexo citocromo b-cq
(complexo lll) e citocromo oxidase (complexo 1V), além de elementos modveis que se

localizam entre os complexos. Esses elementos méveis consistem na coenzima Q
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(CoQ), que é um componente nao protéico lipossoluvel que carreia elétrons entre os
complexos | e lll, e o citocromo ¢, uma pequena proteina localizada na face externa da
membrana que transfere os elétrons do complexo Ill para o complexo IV (Marks et al,

1996).

1.5.2.1 NADH desidrogenase (Complexo I)

O complexo | contém flavina mononucleotideo (FMN) e centros ferro-enxofre (Fe-
S). FMN recebe elétrons do NADH e é capaz de transferi-los aos centros Fe-S. O
NADH é reoxidado a NAD", o qual retorna para o ciclo de Krebs ou para outras rotas
metabdlicas para receber elétrons. Os centros Fe-S estdo envolvidos na transferéncia

de elétrons para a CoQ e vice-versa (Marks et al, 1996).

1.5.2.2 Coenzima Q

A CoQ, também chamada de ubiquinona, € o uUnico componente da cadeia
respiratoria que nao é ligado a proteinas. A CoQ € capaz de difundir-se através dos
lipidios da membrana mitocondrial interna, devido ao alto grau hidrofébico da sua
cadeia lateral. Este movimento transmembrana faz parte do mecanismo de
bombeamento de prétons da NADH desidrogenase e do complexo b-cq (Marks et al,

1996).

1.5.2.3 Complexo Il e Sucinato desidrogenase
O complexo Il, também conhecido como sucinato: ubiquinona oxirredutase
(Abeles, Frey, Jencks, 1992), é um tetramero composto por duas subunidades

polipeptidicas cataliticas que correspondem a sucinato desidrogenase soluvel (SDH) ou
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sucinato: metassulfato de fenazina oxirredutase (Fischer et. al.,, 1985), e duas
subunidades polipeptidicas ancoradas na membrana mitocondrial interna. A sucinato
desidrogenase ocupa uma posig¢ao unica como parte integrante do ciclo do acido citrico
e também da cadeia respiratéria (Oyedotum & Lemire, 1999). Ligado a SDH, o FAD
recebe 2 elétrons e é reduzido a FAD(2H). Este transfere seus elétrons para os centros
Fe-S da enzima que entdo doa esses elétrons para a CoQ, para que estes fluam pela
cadeia respiratoria. Esse complexo, diferente dos outros (complexos I, Ill e IV), ndo
funciona como bomba de prétons, ndo gerando gradiente eletroquimico (Marks et al,

1996).

1.5.2.4 Complexo b-c; (Complexo lll) e citocromo ¢

Os citocromos sao proteinas que contém um grupo heme (um atomo de ferro
ligado a um nucleo porfirina formado por 4 anéis pirrdlicos). Os elétrons fluem entre os
citocromos no sentido do citocromo de menor potencial redox para o de maior. Os
atomos de ferro nos citocromos se encontram no estado Fe*®. Quando este recebe um
elétron é reduzido para Fe*? , e, ao passar este elétron para o proximo componente da
cadeia respiratéria, o ferro é reoxidado a Fe*® .

Os citocromos b e cq , juntamente com outras proteinas, formam o complexo de
membrana b-c; . O citocromo ¢ € uma pequena proteina localizada na face externa da
membrana mitocondrial interna, e, assim como a CoQ, € um transportador moével de
elétrons que transfere os elétrons do complexo b-c4 para a citocromo oxidase (Marks et

al, 1996).
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1.5.2.5 Citocromo oxidase (Complexo 1V)

A citocromo oxidase (COX), ultimo complexo da cadeia respiratoria, transfere
elétrons do citocromo ¢ para o O,. Este complexo contém os citocromos a € az e um
sitio de ligacdo ao O, . Cada molécula de O, precisa receber 4 elétrons para ser
reduzida a 2 H,O. Na COX a presenca de ions Cu*? facilita a redugéo do O, . Como o
Km da COX para o O, é muito menor que o Km da mioglobina e da hemoglobina, o O,

dos eritrécitos é facilmente transferido para seus sitios de reducéao (Marks et al, 1996).

1.5.2.6 Bombas de protons

O bombeamento de protons da matriz mitocondrial para o espago entre as
membranas interna e externa (espago intermembranas) da mitocdndria ocorre
simultaneamente com a transferéncia de elétrons entre o NADH e a CoQ (catalisado
pelo complexo | - NADH desidrogenase), entre a CoQ e o citocromo ¢ (catalisado pelo
complexo Il - complexo citocromo b-ci ). A cada ciclo, a CoQ recebe 2 prétons e 2
elétrons da matriz mitocondrial. Ela transfere os 2 protons para o espaco
intermembranas e doa um elétron de volta para outro componente do complexo Il e o
outro para o citocromo c. O citocromo c transfere entdo este elétron para a COX
(complexo IV) que também bombeia prétons para fora da matriz, contribuindo para a
formagado do gradiente de préotons. O complexo Il ndo atua diretamente como bomba

de prétons e participa diretamente do ciclo de Krebs (Marks et al, 1996).
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1.5.2.7 Transferéncia seqliencial de elétrons

O fluxo de elétrons na cadeia transportadora de elétrons deve ser sequencial a
partir do NADH ou FAD(2H) até o O, para que ocorra a geragao de ATP. Na cadeia
respiratoria cada complexo que funciona como bomba de prétons esta associado a
formagao de 1 ATP. Entretanto, o bloqueio em qualquer ponto da cadeia transportadora
de elétrons previne a formagao de qualquer ATP, isto porque o bombeamento de
prétons esta associado ao movimento dos elétrons de um carreador para o seguinte e
assim por diante. Caso este movimento esteja bloqueado em qualquer ponto, nao
ocorre 0 bombeamento de prétons para o espaco intermembranas e nao ocorre a
formacado do potencial eletroquimico e consequentemente ndo ha formacao de ATP

(Marks et al, 1996).
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2. OBJETIVOS
2.1 Gerais

O presente trabalho visa investigar o efeito dos acidos etilmaloénico e
metilsucinico, principais metabdlitos acumulados na deficiéncia da desidrogenase das
acil-CoA de cadeia curta, sobre algumas atividades enzimaticas fundamentais para o
metabolismo energético em cérebro, musculo cardiaco e musculo esquelético de ratos,

visando contribuir para uma melhor compreenséao da fisiopatogenia dessa doenca.

2.2 Especificos

a) Determinar os efeitos in vitro dos acidos etilmalénico e metilsucinico sobre as
atividades dos complexos da cadeia respiratéria em homogeneizado de cértex cerebral
de ratos.

b) Determinar os efeitos in vitro dos acidos etilmalénico e metilsucinico sobre as
atividades dos complexos da cadeia respiratéria em homogeneizado de musculo
esquelético de ratos.

c) Determinar os efeitos in vitro dos &cidos etilmalénico e metilsucinico sobre as
atividades dos complexos da cadeia respiratéria em homogeneizado de musculo
cardiaco de ratos.

d) Determinar os efeitos in vitro dos acidos etilmalénico e metilsucinico sobre a
atividade da creatina quinase em homogeneizado de cértex cerebral, musculo
esquelético e musculo cardiaco de ratos.

e) Determinar os efeitos in vitro do acido etilmalénico sobre a atividade da creatina
quinase na fragdo mitocondrial de cortex cerebral, musculo esquelético e musculo

cardiaco de ratos.
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f) Determinar os efeitos in vitro do acido etilmalénico sobre a atividade da creatina
quinase na fragao citosdlica de coértex cerebral, musculo esquelético e musculo cardiaco

de ratos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Equipamentos

- Agitador de tubos modelo Maxi Mix Plus (Thermolyne).

- Agitador magnético modelo 1005 (Fisaton).

- Balanca analitica digital (Sartorius Basic).

- Balancga digital modelo 430-21 (Kern).

- Balanga modelo V-200 (Acculab).

- Banho-maria modelo 1052 (Biomatic).

- Centrifuga modelo 5403 (Eppendorf).

- Centrifuga Sorval OTD-65B

- Centrifuga Sorvall DC-2B

- Espectrofotdmetro de leitura cinética e com controlador de temperatura (Hitachi).
- Espectrofotdmetro modelo Spectronic Genesys 5 (Milton Roy).

- Freezer -20° modelo H5 Electrolux (Prosdocimo)

- Freezer -70°C (Scien Temp).

- Geladeira (Brastemp).

- Homogenizador elétrico modelo Potter S (B. Braun Biotech International)
- Maquina de fazer gelo (Everest).

- Potencidmetro modelo Tec-2 (Tecnal).
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3.2 Reagentes utilizados para a determinacao das atividades dos complexos da
cadeia respiratoéria

- Acido etileno-diamino-tetra-acético (EDTA) sal dissédico - Sigma
- Acido etilmalénico - Sigma

- Acido metilsucinico - Sigma

- Albumina bovina -

- Antimicina - Sigma

- Azida sdédica - Sigma

- Borohidrato de sédio - Sigma

- Cianeto de potassio - Merck

- Citocromo c - Sigma

- Cloreto de magnésio (MgCl,) - Sigma

- Decilubiquinona - Sigma

- Dicloroindofenol (DCIP) - Sigma

- Fosfato de potassio dibasico (K;HPO,4)- Reagen

- Fosfato de potassio monobasico (KH,PO,)- Reagen
- Heparina 5000 U.I/mL - Cristalia

- Hidréxido de potassio - Merck

- Lauril-maltésito - Sigma

- Metassulfato de fenazina (PMS) - Sigma

- Nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH) - Sigma
- Rotenona - Sigma

- Succinato de sddio hexahidratado - Sigma
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3.3 Reagentes utilizados para a determinagao da atividade da creatina quinase

a-Naftol - Sigma

- Acido ascérbico

- Acido p-hidroximercuribenzéico - Sigma
- Adenina-5'-difosfato (ADP) - Sigma

- Creatina - Sigma

- Diacetil - ICN

- Fosfocreatina - Sigma

- Glutationa - Sigma

- Glutationa (Glu-Cys-Gly; GSH) - Sigma
- Hidroxido de sodio - Vetec

- L-NAME

- Sulfato de magnésio heptahidratado - Reagen
- Trisma base -Sigma

-  TROLOX ( acido 6-hidroxi-2,5-7,8-tetrametilcromo-2-carboxilico) - Sigma-Aldrich

3.4 Caracterizagao da amostra

Para a determinacdo das atividades enzimaticas dos complexos da cadeia
respiratoria e da creatina quinase, foram utilizadas amostras de varios tecidos (cortex
cerebral, musculo esquelético e musculo cardiaco) de ratos Wistar de 30 dias de idade,
de ambos os sexos, fornecidos pelo Departamento de Bioquimica — ICBS — UFRGS. Os
ratos foram mantidos em temperatura constante (20+1 °C), em intervalos de 12 horas
de ciclo claro/escuro e alimentados com ragao padrao (Supra ou Purina, Sdo Leopoldo,

RS) e livre acesso a agua.

41



3.5 Determinagao da atividade da creatina quinase
3.5.1 Solugobes

a.Tampao Trisma-sulfato de magnésio pH 7,5 (trisma-base 100 mM e MgSO,4 15
mM).

Solubilizar 2,42 g de trisma-base e 0,740 g de sulfato de magnésio
heptahidratado (MgSO4) em 180 mL de agua MilliQ, ajustar o pH até 7,4 com HCI 10 N
e completar o volume até 200 mL com agua MilliQ.

b. Fosfocreatina (11,8 mM)

Solubilizar 0,09 g de fosfocreatina em 30 mL do tampao trisma-sulfato de
magnésio.

c. ADP-glutationa (ADP 16 mM e glutationa 4 mM)

Solubilizar 0,006146 g de glutationa em 5 mL de agua MiliQ gelada e em
seguida dissolver nessa solugdo 0,0342 g de Adenina-5'-difosfato (ADP). A solugéo final
€ separada em aliquotas de 500 puL e congelada.

d. Hidréxido de sodio (NaOH) 10 N
Solubilizar 4 g de hidroxido de so6dio em 10 mL de agua MiliQ.
e. Acido p-hidroximercuribenzéico (50 mM)
Solubilizar 0,18035 g de acido p-hidroximercuribenzoéico (pHMB) em 10
mL de agua MilliQ e 2 gotas de NaOH 10 N.
f. Hidroxido de sédio (NaOH) 1,5 N
Solubilizar 30 g de NaOH em 500 mL de agua MiliQ.
g. a- Naftol (20%)

Solubilizar 0,20 mg de a-naftol, momento do uso, em 10 mL de NaOH 1,5
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h. Solugéo de diacetil (20%)
Misturar 20 uL de diacetil em 100 mL de agua MiliQ.
i. Solugdo de creatina-padrdo (1 mM)

Solubilizar 0,00262 g de creatina em 1 mL de agua MiliQ.

3.5.2 Preparacgdo de tecidos para a medida das atividades da creatina quinase
3.5.2.1 Cortex cerebral, musculo esquelético e cardiaco de ratos

Os ratos foram sacrificados por decapitacdo sem anestesia, o cortex cerebral,
bem como como o musculo soleus e o coracdo foram isolados rapidamente sendo
constantemente umedecidos com solugao salina isotdnica e mantidos sobre placa de
Petri invertida em gelo. As amostras foram homogeneizados na proporgéo de 1:10 (P/V)
em solucdo salina com pH ajustado para 7,5. Foram dosadas as concentragdes de
proteinas segundo o método de Lowry (1951). Aliquotas de amostra contendo 10 uL de

homogeneizado foram congeladas.

3.5.2.2 Preparacao das fragbes mitocondrial e citosolica de cortex cerebral de ratos

O homogeneizado foi centrifugado a 800 g por 10 minutos a 4°C, e o pellet
descartado. O sobrenadante foi entdo centrifugado a 27.000 g por 30 minutos a 4°C em
uma centrifuga Sorval DC-2B. O precipitado contendo as mitocondrias foi utilizado
como a fragdo mitocondrial apdés ser lavado 3 vezes com solugdo salina. O
sobrenadante foi centrifugado por 60 minutos a 125.000 g em centrifuga Sorval OTD-
65B a 4°C, o precipitado foi descartado e o citosol (sobrenadante) foi imediatamente
utilizado para o ensaio enzimatico. As concentragdes de proteinas foram determinadas

segundo o método de Lowry (1951).
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3.5.3 Medida da atividade da creatina quinase

No momento das dosagens, as aliquotas contendo 10 uL das amostras foram
descongeladas, acrescidas de 990 uL (diluicdo de 1:100) (cortex cerebral e musculo
cardiaco de ratos) ou de 3990 uL de solugdo salina (diluicdo de 1:400) (musculo
esquelético de ratos) e entdo homogeneizadas.

Apo6s um periodo de 15 minutos de pré-incubacgao, a reacao foi iniciada com a
adicdo de ADP a uma concentragao final de 3,2 mM em 100 uL de meio contendo 7,08
mM de fosfocreatina, 0,8 mM de glutationa e de 0,8 a 1 pug de proteinas
(homogeneizado). Apdés um periodo de 10 minutos de incubacdo, a reagao foi
interrompida com 20 uL de &acido p-hidroximercuribenzéico (pHMB) 50 mM e a
coloracéo rosea foi obtida pela adigdo de 100 uL de a-naftol 20%, 680 uL de agua
MilliQ e 100 uL de diacetil 20%. A leitura foi feita por espectrometria a 540 nm segundo
o método de Hughes (1962).

Para calcular a atividade da creatina quinase (CK) nas amostras, foi feita uma
curva de calibragcdo com creatina nas concentragdes de 4 nmol/mL (60 pL de
fosfocreatina, 10 uL de creatina-padrao e 10 uL de agua MilliQ) e 8nmol/mL (60 uL de
fosfocreatina e 20uL de creatina-padrdo. Dai obteve-se o fator de calibragdo médio
(FCM) necessario para os calculos de atividade da CK. Nas amostras de cortex
cerebral, musculo esquelético e musculo cardiaco de ratos os acidos etilmalénico e
metilsucinico foram testados nas concentragdes de 0,5, 1,0 e 2,5 mM. Os resultados
foram comparados com os controles, em cujo meio ndo foi adiconado nenhum

metabolito.
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3.6 Determinacgao das atividades dos complexos da cadeia respiratéria
3.6.1 Solugoes
3.6.1.1 Solugbes para preparagado da amostra
a. Tampao SETH
Solubilizar 4,28 g de sacarose, 0,0372 g de EDTA, 0,0605 g de trisma-
base e 0,5 mL de heparina 5000 U.l./mL em 40 mL de agua MiliQ. Ajustar o pH para 7,4

com HCI e completar o volume para 50 mL.

3.6.1.2 Solugbes para a determinagéo da atividade do Complexo I1+CoQ+lIl
a. Tampao fosfato de potassio 20 mM pH 8,0
Solubilizar 0,175 g de K;HPO4 em 50 mL de agua MilliQ (solugéo A) e
0,136 g de KH,PO4 em 50 mL de agua MilliQ (solugéo B). Ajustar o pH da solugéo A
adicionando a solugéo B até atingir pH 8,0.
b. Cianeto de potassio (KCN) 200 mM
Solubilizar 0,065 g de KCN em 5,0 mL de agua MilliQ.
c. Nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH) 1 mM
Solubilizar 0,00709 g de NADH em 10 mL de agua MilliQ.
d. Citocromo ¢ 2 mM
Solubilizar (somente instantes antes do uso) 0,01218 g de citocromo ¢ em
0,5 mL de agua MilliQ.
e. EDTA 1 mM
Solubilizar 0,0037 g de EDTA dissédico em 10 mL de agua MilliQ.
f. Rotenona 2 mM

Solubilizar 0,00159 g de rotenona em 2 mL de etanol absoluto.
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3.6.1.3 Solugbes para a determinagao da atividade do Complexo Il e SDH
a. Succinato 250 mM
Solubilizar 0,3376 g de succinato de sodio hexahidratado em 4 mL de
agua MilliQ, ajustar o pH para 7,4 com KOH. Completar o volume até 5 mL com agua
MilliQ.
b. Tampéao fosfato 62,5 mM pH 7,4
Solubilizar 2,23 g de K;HPO4 em 200 mL de agua MilliQ (solugéo A) e
1,275 g de KH,PO4 em 150 ml de agua MilliQ (solugéo B). Adicionar a solugédo B em
150 mL da solugao A até o pH tornar-se 7,4.
c. Dicloroindofenol (DCIP) 0,5 mM
Solubilizar 0,00145 g de DCIP em 10 mL de agua.
d. Azida sodica 100 mM
Solubilizar 0,013 g de azida sédica em 2 mL de agua MilliQ.
e. Rotenona 2 mM
Solubilizar 0,00159 g de rotenona em 2 mL de etanol absoluto.
f. Metassulfato de fenazina (PMS) 24 mM

Solubilizar 0,00735 g de metassulfato de fenazina em 1 mL de agua MilliQ.

3.6.1.4 Solucbes para a determinac¢éo da atividade do Complexo I1+CoQ+llI
a. Tampéao fosfato de potassio 62,5 mM pH 7,4
Solubilizar 2,23 g de K;HPO4 em 200 mL de agua MilliQ (solugéo A) e
1,275 g de KH,PO4 em 150 mL de agua MilliQ (solugdo B). Adicionar a solugdo B em

150 mL da solugao A até o pH tornar-se 7,4.
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b. Citocromo ¢ 0,5%

Solubilizar 0,010 g de citocromo ¢ em 2 mL de agua MilliQ.
c. Azida sodica 100 mM

Solubilizar 0,013 g de azida sédica em 2 mL de agua MilliQ.
d. Rotenona 2 mM

Solubilizar 0,00159 g de rotenona em 2 mL de etanol absoluto.

®

Sucinato 250 mM pH 7,4
Solubilizar 0,3376 g de succinato de sddio hexahidratado em 5 mL de
tampao fosfato de potassio 62,5 mM pH 7,4. Se necessario ajustar o pH com KOH para

7,4.

3.6.1.5 Solugbes para a determinagéo da atividade do Complexo Il
a. Tampéo fosfato 100 mM pH 7,5
Solubilizar 4,35 g de K;HPO4 em 250 mL de agua MilliQ (solugéo A) e 3,4
g de KH,PO4, em 250 mL de agua MilliQ (solugdo B). Em 200mL da solugdo A
acrescentar a solugao B até o pH tornar-se igual a 7,5.
b. Cloreto de magnésio 100 mM
Solubilizar 0,060 g de MgCl, em 3 mL de agua MilliQ.
c. Albumina bovina 5 %
Solubilizar 0,015 g de albumina bovina em 3 mL de agua MilliQ.
d. Cianeto de potassio 30 mM

Solubilizar 0,020 g de KCN em 10 mL de agua MilliQ.
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e. Citocromo ¢ 1 mmol/L
Solubilizar, no momento do uso, 0,01238 g de citocromo ¢ em 1 mL de
agua MilliQ.
f. Rotenona 10 mM
Solubilizar 0,0197 g de rotenona em 5 mL de etanol absoluto.
g. Decilubiquinona 20 mM
Dissolver 10 umol de ubiquinona em 1mL de etanol, acidificar até pH 2
com acido cloridrico (HCI) 6 M. Reduzir , entdo, a quinona com excesso de borato de
sodio. Extrair o ubiquinol formado com a mistura dietiléter: ciclohexano (2:1, v/v),
evaporar o solvente com gas nitrogénio e dissolver em 1 mL de etanol acidificado com
HCI até pH 2.
h. Antimicina 0,1 %

Solubilizar 0,001 g de antimicina em 1 mL de agua MilliQ.

3.6.1.6 Solucbes para a determinagéo da atividade do Complexo IV
a. Tampéo fosfato 10 mM pH 7,0
Solubilizar 0,348 g de K;HPO4 em 200 mL de agua MilliQ (solugdo A) e
0,204 g de KH,PO4 em 150 mL de agua MilliQ (solugéo B). Em 175 mL da solugdo A
acrescentar a solugao B até o pH tornar-se igual a 7,0.
b. Lauril-maltosidio 125 mM
Solubilizar 0,319 g de lauril-maltésito em 5 mL de agua MilliQ.
c. Citocromo c reduzido
Solubilizar em copo de béquer 0,025 g de citocromo ¢ em 2,5 mL de agua

MilliQ. Adicionar 0,004 g de borato de sodio (Sigma), misturando-o por 2 minutos e
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tampar o copo de béquer com Parafilm. Colocar a solugdo sobre o gelo e esperar por

30 minutos para ajustar o pH até 7,0 com HCI 1 N.

3.6.2 Preparacao dos tecidos para a medida das atividades dos complexos da
cadeia respiratoria

Os animais foram sacrificados por decapitacdo sem anestesia, o cortex, bem
como como o musculo soleus e o coragao, foram rapidamente removidos, isolados e
homogenizados 1:20 (P/V) em tampao SETH pH 7,4 com um homogenizador de vidro e
teflon. Os homogenizados foram centrifugados a 800 g por 10 minutos e os
sobrenadantes mantidos a -70°C até o momento das determinagdes enzimaticas.

As atividades dos complexos da cadeia respiratéria foram medidas em meio
contendo os acidos etilmaldonico e metilsucinico nas concentracbées de 1 e 5 mM e
foram comparadas com as dos controles, em cujo meio ndo foi adicionado nenhum dos

acidos.

3.6.3 Medida das atividades dos complexos da cadeia respiratoria
3.6.3.1 Determinacdo da atividade do Complexo | + COQ + Il (NADH: citocromo ¢
oxirredutase)

O tampao de reacao contendo 20 mM de fosfato de potassio pH 8,0, 2 mM de
KCN, 10 uM de EDTA, 50 uM de citocromo ¢ e 40-80ug de proteinas do
homogeneizado foi mantido a 30°C por 1 minuto. A reagao foi iniciada pela adigao de
25 uM de NADH, as absorbancias foram registradas por 3 minutos, apds os quais foram
adicionados 10 uM de rotenona. As absorbancias continuaram sendo registradas por
mais 3 minutos. A atividade do complexo |1+CoQ+lll foi medida pelo aumento na
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absorbancia causada pela redugao do citocromo ¢ a 550 nm. A atividade do complexo
[+CoQ+lll correspondeu a atividade da NADH:citocromo ¢ redutase sensivel a rotenona

(Schapira et al, 1990).

3.6.3.2 Determinacgao da atividade do Complexo Il (sucinato:DCIP oxirredutase )

O meio de incubagao era constituido de fosfato de potassio (40 mM pH 7,4),
succinato de sédio (16 mM) e DCIP (8 uM). Inicialmente pré-incubava-se com 40-80 ug
de proteinas do homogeneizado a 30°C por 20 minutos. Depois, foram adicionados ao
meio 4 mM de azida sodica e 7 uM de rotenona e a reagéao foi iniciada pela adi¢ao de
40 uM de DCIP. As absorbancias foram registradas por 5 minutos a 600nm. A atividade

do complexo Il foi medida pela diminuicdo da absorbancia causada pela redugao do

2,6-dicloroindofenol (DCIP) a 600 nm (Fischer et al, 1985).

3.6.3.3 Determinagéo da atividade da SDH (sucinato:fenazina oxirredutase)

O meio de reagao constituido de fosfato de potassio (40 mM, pH 7,4), succinato
de sdodio (16 mM) e DCIP (8 uM) foi pré-incubado com 40-80 ug de proteina do
homogeneizado a 30°C por 20 minutos. Depois foram adicionados 4mM de azida
sédica, 7 uM de rotenona e 40 uM de DCIP. A reacéo foi iniciada pela adigdo de 1 mM
de PMS. As absorbancias foram registradas por 5 minutos a 600 nm. A atividade da
enzima succinato: fenazina oxiredutase (succinato desidrogenase soluvel- SDH) foi
medida nas amostras de homogeneizado na presenga de metassulfato de fenazina
(PMS) pela diminuigdo na absorbéancia causada pela redu¢do do 2,6-dicloroindofenol

(DCIP) (Sorensen & Mehler, 1982).
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3.6.3.4 Determinagdo da atividade do Complexo [I+CoQ+lll (sucinato: citocromo c¢
oxirredutase)

O meio de reacdo, constituido de fosfato de potassio (40 mM pH 7,4), de
succinato de sodio (16 mM), foi pré-incubado com 40-80 pg de proteinas do
homogeneizado a 30°C por 30 minutos. Em seguida, foram adicionados 4 mM de azida
sbdica e 7uM de rotenona e a reacao foi iniciada pela adi¢ao de 0,6 ug/mL de citocromo
C e as absorbancias foram registradas por 5 minutos a 550 nm. A atividade do complexo
[I+CoQ+lIl foi medida pelo aumento da absorbancia causado pela reducio do citocromo

c a 550 nm (Fischer et al,1985).

3.6.3.5 Determinagéo da atividade do Complexo Il (ubiquinol:citocromo c oxirredutase)

A atividade do complexo Il foi determinada de acordo com Birch-Marchin et al
(1994) pela reducgéo do citocromo ¢ a 550 nm. Ao meio de incubag¢do contendo fosfato
de potassio (35 mM pH 7,5), MgCl, (5 mM), albumina bovina (2,5 mg/mL),
decilubiquinona (60 uM), KCN (1,8 mM), rotenona (50 uM) e 20-40 ug de proteinas
(homogeneizado) foram adicionados 125 uM de citocromo c. A atividade do complexo
[Il foi medida por 3 minutos. Foram entdo adicionadas 3 ug/mL de antimicina A e a
atividade foi medida por mais 3 minutos. A atividade do complexo Ill foi considerada

como a atividade da citocromo c redutase sensivel a antimicina.

3.6.3.6 Determinagéo da atividade do Complexo IV (citocromo c oxidase)
O meio de incubagao continha tampao fosfato de potassio (10 mM, pH 7,0), lauril

maltosito (0,6 mM)e 10-20 pg de proteinas (homogenizado). A reacéo foi iniciada com a
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adicao de 0,7 ug de citocromo c¢ reduzido. A atividade do complexo IV foi medida a
25°C por 10 minutos. A atividade da citocromo ¢ oxidase (COX) foi medida pelo

decréscimo na absorbancia devido a oxidac&o de citocromo ¢ previamente reduzido. As

leituras foram feitas em 550 nm (Rustin et al, 1994).

3.7 Andlise estatistica

Os dados foram analisados através da analise de variancia de uma via (ANOVA)
seguida pelo teste de Duncan quando o valor de F era significativo. O teste T de
Student para as amostras pareadas também foi utilizado em alguns experimentos. A
analise estatistica foi realizada através do programa SPSS-PC. Valores de p< 0,05

foram considerados significativos.
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4. RESULTADOS
4.1 Efeito dos acidos etilmalénico e metilsucinico sobre a atividade dos
complexos da cadeia respiratéria em cortex cerebral de ratos
4.1.1 Complexo I+l

Nesses experimentos, utilizou-se a concentragcdo de 1 mM dos acidos
etiimalbénico e metilsucinico para testar seus efeitos sobre os complexos da cadeia
respiratéria em homogeneizado de cértex cerebral de ratos. Verificou-se que os acidos
inibiram significativamente a atividade do complexo I+lll nessa concentragao (figuras
4.1 e 4.2) (acido etilmalbnico [t(3)= 0,05, p<0,05]; acido metilsucinico [t(3)= 0,037,

p<0,05]). Os resultados estdo expressos em nmol.min’.mg de proteina™.

(nmol/min.mg proteina)

Atividade do complexo I+l

Controle 1

Acido etilmalénico (mM)

Figura 4.1 — Efeito in vitro do acido etilmalénico sobre a atividade do complexo I+l1l em homogeneizado
de cortex cerebral de ratos. Os resultados estdo expressos em média + desvio padrao (n=4). Todos os
experimentos foram feitos em duplicata .

*p<0,05 em relagao ao controle (Teste t de Student, para amostras pareadas).
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(nmol/min. mg proteina)
(o]

Atividade do complexo I+llI

Controle 1

Acido metilsucinico (mM)

Figura 4.2 — Efeito in vitro do acido metilsucinico sobre a atividade do complexo I+l em homogeneizado
de cortex cerebral de ratos. Os resultados estdo expressos em média + desvio padrao (n=4). Todos os
experimentos foram feitos em duplicata .

*p<0,05 em relagao ao controle (Teste t de Student, para amostras pareadas).

4.1.2 Sucinato desidrogenase - SDH

As figuras 4.3 e 4.4 mostram o efeito dos acidos etilmalénico e metilsucinico
sobre a atividade da sucinato desidrogenase soluvel (SDH). Verifica-se que os acidos
nao alteraram a atividade da enzima na concentracdo de 1 mM (acido etilmaldnico
[t(3)= 0,154, p>0,05]; acido metilsucinico [t(3)= 0,151, p>0,05]. Os resultados estéo

expressos em nmol.min'.mg de proteina™.

54



— 25

©
L&

Q i
38 %
8515
o £
BE10-
s £
g2 5

{=

£ ,]

Controle 1

Acido etilmalénico (mM)

Figura 4.3 — Efeito in vitro do acido etilmalbnico sobre a atividade da SDH em homogeneizado de cértex
cerebral de ratos. Os resultados estdo expressos em média + desvio padrdo (n=4). Todos os

experimentos foram feitos em duplicata .

Nenhuma diferenga significativa foi detectada entre as médias (Teste t de Student, para amostras
pareadas).
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10

Atividade da SDH
(nmol/min.mg proteina)

Contrde 1
Acido metilsucinico (miVl)

Figura 4.4 — Efeito in vitro do acido metilsucinico sobre a atividade da SDH em homogeneizado de cértex
cerebral de ratos. Os resultados estdo expressos em média + desvio padrdo (n=4). Todos os
experimentos foram feitos em duplicata .

Nenhuma diferenga significativa foi detectada entre as médias (Teste t de Student, para amostras
pareadas).
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4.1.3 Complexo Il

As figuras 4.5 e 4.6 mostram o efeito dos acidos etilmalénico e metilsucinico
sobre a atividade do complexo Il na concentracdo de 1 mM. Verifica-se que os acidos
nao alteraram a atividade do complexo nessa concentragao (acido etilmalénico [t(3)=
0,783, p>0,05] ; 4cido metilsucinico [t(3)=0,300, p>0,05]. Os resultados estdo expressos

em nmol.min"".mg de proteina™.

Atividade do complexo Il
(nmol/min.mg proteina)
N

Controle 1

Acido etilmalénico (mM)

Figura 4.5 — Efeito in vitro do acido etilmalbnico sobre a atividade do complexo || em homogeneizado de
cortex cerebral de ratos. Os resultados estdo expressos em média + desvio padrdo (n=4). Todos os
experimentos foram feitos em duplicata .

Nenhuma diferenga significativa foi detectada entre as médias (Teste t de Student, para amostras
pareadas).
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Atividade do complexo Il
(nmol/min.mg proteina)
S

Controle 1

Acido metilsucinico (mM)

Figura 4.6 — Efeito in vitro do acido metilsucinico sobre a atividade do complexo || em homogeneizado de
cortex cerebral de ratos. Os resultados estdo expressos em média + desvio padrdo (n=4). Todos os
experimentos foram feitos em duplicata .

Nenhuma diferenga significativa foi detectada entre as médias (Teste t de Student, para amostras

pareadas).

4.1.4 Complexo I+l

As figuras 4.7 e 4.8 mostram o efeito dos acidos etilmalénico e metilsucinico
sobre a atividade do complexo lI+11l. Verifica-se que os acidos ndo alteraram a atividade
do complexo na concentragdo de 1 mM (acido etilmalénico [t(2,15)= 0,362, p>0,05];
acido metilsucinico [t(2,15)=0,362, p>0,05]). Os resultados estdo expressos em

nmol.min™".mg de proteina™.
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Figura 4.7 — Efeito in vitro do acido etilmalénico sobre a atividade do complexo II+lll em homogeneizado
de cortex cerebral de ratos. Os resultados estdo expressos em média + desvio padrao (n=6). Todos os
experimentos foram feitos em duplicata .

Nenhuma diferenca significativa foi detectada entre as médias (Teste t de Student, para amostras

pareadas).
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Figura 4.8 — Efeito in vitro do acido metilsucinico sobre a atividade do complexo I+l em homogeneizado
de cortex cerebral de ratos. Os resultados estdo expressos em média + desvio padrdo (n=6). Todos os
experimentos foram feitos em duplicata .

Nenhuma diferenga significativa foi detectada entre as médias (Teste t de Student, para amostras
pareadas).
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4.1.5 Complexo Il

As figuras mostraram 4.9 e 4.10 o efeito dos acidos etilmalénico e metilsucinico
sobre a atividade do complexo lll. Verifica-se que os acidos nao alteraram a atividade
do complexo na concentragao de 1 mM (acido etilmalénico [t(4)= 0,988, p>0,05]; acido
metilsucinico [t(4)= 0,249, p>0,05]). Os resultados estdo expressos em nmol.min™'.mg

de proteina™.
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Atividade do complexo lll
(noml/min.mg proteina)

Controle 1

Acido etilmalénico (mM)

Figura 4.9 — Efeito in vitro do acido etilmaldnico sobre a atividade do complexo Il em homogeneizado de
cortex cerebral de ratos. Os resultados estdo expressos em média + desvio padrdo (n=5). Todos os
experimentos foram feitos em duplicata .

Nenhuma diferenga significativa foi detectada entre as médias (Teste t de Student, para amostras
pareadas).
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Figura 4.10 — Efeito in vitro do acido metilsucinico sobre a atividade do complexo Il em homogeneizado
de cortex cerebral de ratos. Os resultados estdo expressos em média + desvio padrao (n=5). Todos os
experimentos foram feitos em duplicata .

Nenhuma diferenga significativa foi detectada entre as médias (Teste t de Student, para amostras

pareadas).

4.1.6 Complexo IV

O efeito dos acidos etilmalénico e metilsucinico também foi testado sobre a
atividade do complexo IV. Nas figuras 4.11 e 4.12 verifica-se que os acidos nao
alteraram a atividade do complexo na concentragdo de 1 mM (acido etilmalénico
[t(4)=0,880, p>0,05]; acido metilsucinico [t(4)= 0,391, p>0,05]). Os resultados estao

expressos em nmol.min ~'.mg de proteina™.
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Figura 4.11 — Efeito in vitro do acido etilmaldnico sobre a atividade do complexo IV em homogeneizado
de cortex cerebral de ratos. Os resultados estdo expressos em média + desvio padrdo (n=5). Todos os
experimentos foram feitos em duplicata .

Nenhuma diferenga significativa foi detectada entre as médias (Teste t de Student, para amostras

pareadas).

Atividade do complexo IV
(nmol/min.mg proteina)

Controle 1

Acido metilsucinico (mM)

Figura 4.12 — Efeito in vitro do acido metilsucinico sobre a atividade do complexo IV em homogeneizado
de cortex cerebral de ratos. Os resultados estdo expressos em média + desvio padréo (n=5). Todos os
experimentos foram feitos em duplicata .

Nenhuma diferenca significativa foi detectada entre as médias (Teste t de Student, para amostras

pareadas).
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4.2 Efeito dos acidos etilmalénico e metilsucinico sobre a atividade dos
complexos da cadeia respiratéria em musculo esquelético de ratos
4.2.1 Complexo I+l

O efeito dos acidos etilmalonico e metilsucinico foi testado sobre a atividade do
complexo I+l da cadeia respiratoria em homogeneizado de musculo esquelético de
ratos. As figuras 4.13 e 4.14 mostram que os acidos etilmalénico e metilsucinico ndo
alteraram a atividade do complexo nas concentragdes de 1 e 5 mM (acido etilmalénico
[F(2,12)= 0,272, p>0,05]; acido metilsucinico [F(2,12)=0,434, p>0,05]). Os resultados

estdo expressos em nmol.min'1.mg de proteina ™.

N W A OO
! ! ! !

(nmol/min.mg proteina)

Atividade do complexo I+l

Controle 1 5

Acido etilmalénico (mM)

Figura 4.13 — Efeito in vitro do acido etilmaldnico sobre a atividade do complexo I+l em homogeneizado
de musculo esquelético de ratos. Os resultados estdo expressos em média + desvio padrao (n=5). Todos
os experimentos foram feitos em duplicata.

Nenhuma diferenga significativa foi detectada entre as médias (ANOVA).
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Figura 4.14 — Efeito in vitro do acido metilsucinico sobre a atividade do complexo I+Ill em homogeneizado
de musculo esquelético de ratos. Os resultados estdo expressos em média + desvio padrao (n=5). Todos
os experimentos foram feitos em duplicata.

Nenhuma diferenga significativa foi detectada entre as médias (ANOVA).

4.2.2 Sucinato desidrogenase - SDH

As figuras 4.15 e 4.16 mostram o efeito dos acidos etilmaldnico e metilsucinico
sobre a atividade da sucinato desidrogenase soluvel (SDH). Verifica-se que ambos os
acidos nado alteraram a atividade da enzima na concentragbes de 1 e 5 mM (acido
etilmalénico [F(2,12)= 0,051, p>0,05]; acido metilsucinico [F(2,12)=0,383, p>0,05]). Os

resultados estdo expressos em nmol.min”".mg de proteina™ .
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Figura 4.15 — Efeito in vitro do acido etilmalénico sobre a atividade da SDH em homogeneizado de
musculo esquelético de ratos. Os resultados estdo expressos em média + desvio padrao (n=5). Todos os
experimentos foram feitos em duplicata.

Nenhuma diferenca significativa foi detectada entre as médias (ANOVA).
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Figura 4.16 — Efeito in vitro do acido metilsucinico sobre a atividade da SDH em homogeneizado de
musculo esquelético de ratos. Os resultados estdo expressos em média + desvio padrao (n=5). Todos os
experimentos foram feitos em duplicata.

Nenhuma diferenca significativa foi detectada entre as médias (ANOVA).
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4.2.3 Complexo Il

O efeito dos acidos etilmalénico e metilsucinico também foi testado sobre a
atividade do complexo Il. As figuras 4.17 e 4.18 mostram que os acidos nao alteraram
a atividade do complexo Il nas concentracdes de 1 e 5 mM (acido etilmaldnico [F(2,12)=
0,387, p>0,05]; acido metilsucinico [F(2,12)=0,823, p>0,05]). Os resultados estao

expressos em nmol.min”'.mg de proteina™ .
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Figura 4.17 — Efeito in vitro do acido etilmalbnico sobre a atividade do complexo || em homogeneizado de
musculo esquelético de ratos. Os resultados estdo expressos em média + desvio padrao (n=5). Todos os
experimentos foram feitos em duplicata.

Nenhuma diferenga significativa foi detectada entre as médias (ANOVA).
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Figura 4.18 — Efeito in vitro do acido metilsucinico sobre a atividade do complexo Il em homogeneizado
de musculo esquelético de ratos. Os resultados estdo expressos em média + desvio padrao (n=5). Todos
os experimentos foram feitos em duplicata.

Nenhuma diferenga significativa foi detectada entre as médias (ANOVA).

4.2.4 Complexo Il + Il

Também foi testado o efeito dos acidos etilmalénico e metilsucinico sobre a
atividade do complexo II+lll. Esses experimentos mostraram que tanto o acido
etilmalénico (figura 4.19) [F(2,12)=0,213, p>0,05] quanto o acido metilsucinico (figura
4.20) [F(2,12)= 0,375, p>0,05] ndo alteraram a atividade do complexo nas
concentragdes de 1 e 5 mM. Os resultados estdo expressos em nmol.min.mg de

proteina .
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Figura 4.19 — Efeito in vitro do acido etilmaldnico sobre a atividade do complexo I+l em homogeneizado
de musculo esquelético de ratos. Os resultados estdo expressos em média + desvio padrao (n=5). Todos
os experimentos foram feitos em duplicata.

Nenhuma diferenca significativa foi detectada entre as médias (ANOVA).
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Figura 4.20 - Efeito in vitro do acido metilsucinico sobre a atividade do complexo Il+lll em
homogeneizado de musculo esquelético de ratos. Os resultados estdo expressos em média + desvio
padréo (n=5). Todos os experimentos foram feitos em duplicata.

Nenhuma diferenca significativa foi detectada entre as médias (ANOVA).
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4.2.5 Complexo Il

As figuras 4.21 e 4.22 mostram o efeito dos acidos etilmalénico e metilsucinico
sobre a atividade do complexo lll. Verifica-se que os acidos nao alteraram a atividade
do complexo nas concentragdes de 1 e 5 mM (acido etilmalénico [F(2,9)= 0,916,
p>0,05]; acido metilsucinico [F(2,9)=0,143, p>0,05]). Os resultados estdo expressos em

nmol.min™".mg de proteina™.
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Figura 4.21 — Efeito in vitro do acido etilmalénico sobre a atividade do complexo Ill em homogeneizado de
musculo esquelético de ratos. Os resultados estdo expressos em média + desvio padrao (n=4). Todos os
experimentos foram feitos em duplicata.

Nenhuma diferenca significativa foi detectada entre as médias (ANOVA).
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Figura 4.22 — Efeito in vitro do acido metilsucinico sobre a atividade do complexo Ill em homogeneizado
de musculo esquelético de ratos. Os resultados estdo expressos em média + desvio padrao (n=4). Todos
os experimentos foram feitos em duplicata.

Nenhuma diferenca significativa foi detectada entre as médias (ANOVA).

4.2.6 Complexo IV

O efeito dos acidos etilmaldnico e metilsucinico foi testado também sobre a
atividade do complexo IV. As figuras 4.23 e 4.24 mostram os resultados desses
experimentos, expressos nmol.min".mg de proteina . Verifica-se que os acidos n&o
afetaram a atividade do complexo IV nas concentragcbes de 1 e 5 mM (acido
etilmalénico [F(2,12)= 0,045, p>0,05]; acido metilsucinico [F(2,12)=0,188, p>0,05]). Os

resultados estdo expressos em nmol.min”'.mg de proteina™ .
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Figura 4.23 — Efeito in vitro do acido etilmalénico sobre a atividade do complexo IV em homogeneizado
de musculo esquelético de ratos. Os resultados estdo expressos em média + desvio padrdo (n=5). Todos
os experimentos foram feitos em duplicata.

Nenhuma diferenca significativa foi detectada entre as médias (ANOVA).
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Figura 4.24 — Efeito in vitro do acido metilsucinico sobre a atividade do complexo IV em homogeneizado
de musculo esquelético de ratos. Os resultados estdo expressos em média + desvio padrao (n=5). Todos
os experimentos foram feitos em duplicata.

Nenhuma diferenca significativa foi detectada entre as médias (ANOVA).
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4.3 Efeito dos acidos etilmalénico e metilsucinico sobre a atividade dos
complexos da cadeia respiratéria em musculo cardiaco de ratos
4.3.1 Complexo I+l

O efeito dos acidos etilmaldnico e metilsucinico foi testado sobre a atividade do
complexo I+l da cadeia respiratéria em homogeneizado de musculo cardiaco de ratos.
As figuras 4.25 e 4.26 mostram que os acidos etilmalénico e metilsucinico nao
alteraram a atividade do complexo nas concentragdes de 1 e 5 mM (acido etilmalénico
[F(2,9)= 0,277, p>0,05]; acido metilsucinico [F(2,9)= 0,221, p>0,05]). Os resultados

estdo expressos em nmol.min'1.mg de proteina ™.
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Figura 4.25 — Efeito in vitro do acido etilmaldnico sobre a atividade do complexo I+l em homogeneizado
de musculo cardiaco de ratos. Os resultados estdo expressos em média + desvio padrdo (n=4). Todos os
experimentos foram feitos em duplicata.

Nenhuma diferenca significativa foi detectada entre as médias (ANOVA).
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Figura 4.26 — Efeito in vitro do acido metilsucinico sobre a atividade do complexo I+Ill em homogeneizado
de musculo cardiaco de ratos. Os resultados estdo expressos em média + desvio padréo (n=4). Todos os
experimentos foram feitos em duplicata.

Nenhuma diferenga significativa foi detectada entre as médias (ANOVA).

4.3.2 Sucinato desidrogenase - SDH

As figuras 4.27 e 4.28 mostram o efeito dos acidos etilmalénico e metilsucinico
sobre a atividade da sucinato desidrogenase soluvel (SDH). Verifica-se que ambos os
acidos nao alteraram a atividade da enzima na concentragbes de 1 e 5 mM (acido
etilmalénico [F(2,9)= 0,046, p>0,05]; acido metilsucinico [F(2,9)= 0,118, p>0,05]). Os

resultados estdo expressos em nmol.min”".mg de proteina™ .
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Figura 4.27 — Efeito in vitro do acido etilmalénico sobre a atividade da SDH em homogeneizado de
musculo cardiaco de ratos. Os resultados estdo expressos em média + desvio padréo (n=4). Todos os
experimentos foram feitos em duplicata.

Nenhuma diferenca significativa foi detectada entre as médias (ANOVA).
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Figura 4.28 — Efeito in vitro do acido metilsucinico sobre a atividade da SDH em homogeneizado de
musculo cardiaco de ratos. Os resultados estdo expressos em média + desvio padrdo (n=4). Todos os
experimentos foram feitos em duplicata.

Nenhuma diferenca significativa foi detectada entre as médias (ANOVA).
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4.3.3 Complexo Il

O efeito dos acidos etilmalénico e metilsucinico também foi testado sobre a
atividade do complexo Il. As figuras 4.29 e 4.30 mostram que os acidos nao alteraram
a atividade do complexo Il nas concentragcdes de 1 e 5 mM (acido etilmalénico [F(2,9)=
0,486, p>0,05]; acido metilsucinico [F(2,9)= 1,100, p>0,05]). Os resultados estao

expressos em nmol.min”'.mg de proteina™ .

70
60 -
50
40
30 -
20
10 -

(nmol/min.mg proteina)

Atividade do complexo Il

Controle 1 5

Acido etilmalénico (mM)

Figura 4.29 — Efeito in vitro do acido etilmalbnico sobre a atividade do complexo || em homogeneizado de
musculo cardiaco de ratos. Os resultados estdo expressos em média + desvio padrdo (n=4). Todos os
experimentos foram feitos em duplicata.

Nenhuma diferenca significativa foi detectada entre as médias (ANOVA).
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Figura 4.30 — Efeito in vitro do acido metilsucinico sobre a atividade do complexo || em homogeneizado
de musculo cardiaco de ratos. Os resultados estdo expressos em média + desvio padrédo (n=4). Todos os
experimentos foram feitos em duplicata.

Nenhuma diferenga significativa foi detectada entre as médias (ANOVA).

4.3.4 Complexo Il + Il

Também foi testado o efeito dos acidos etilmalénico e metilsucinico sobre a
atividade do complexo II+lll. Esses experimentos mostraram que tanto o acido
etilmalénico (figura 4.31) [F(2,9)= 0,131, p>0,05] quanto o acido metilsucinico (figura
4.32) [F(2,9)= 0,185, p>0,05] ndo alteraram a atividade do complexo nas concentragdes

de 1 e 5 mM. Os resultados estdo expressos em nmol.min"'.mg de proteina™ .
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Figura 4.31 — Efeito in vitro do acido etilmalbnico sobre a atividade do complexo Il1+lll em homogeneizado
de musculo cardiaco de ratos. Os resultados estdo expressos em média + desvio padréo (n=4). Todos os
experimentos foram feitos em duplicata.

Nenhuma diferenca significativa foi detectada entre as médias (ANOVA).
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Figura 4.32 — Efeito in vitro do &cido metilsucinico sobre a atividade do complexo I+l em
homogeneizado de musculo cardiaco de ratos. Os resultados estao expressos em média + desvio padrao
(n=4). Todos os experimentos foram feitos em duplicata.

Nenhuma diferenca significativa foi detectada entre as médias (ANOVA).
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4.3.5 Complexo Il

As figuras 4.33 e 4.34 mostram o efeito dos acidos etilmalénico e metilsucinico
sobre a atividade do complexo lll. Verifica-se que os acidos nao alteraram a atividade
do complexo nas concentragdes de 1 e 5 mM (acido etilmalénico [F(2,9)= 0,063,
p>0,05]; acido metilsucinico [F(2,9)= 0,261, p>0,05]). Os resultados estdo expressos em

nmol.min™".mg de proteina™.
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Figura 4.33 — Efeito in vitro do acido etilmalénico sobre a atividade do complexo Ill em homogeneizado de
musculo cardiaco de ratos. Os resultados estdo expressos em média + desvio padrdo (n=4). Todos os
experimentos foram feitos em duplicata.

Nenhuma diferenga significativa foi detectada entre as médias (ANOVA).
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Figura 4.34 — Efeito in vitro do acido metilsucinico sobre a atividade do complexo Ill em homogeneizado
de musculo cardiaco de ratos. Os resultados estdo expressos em média + desvio padréo (n=4). Todos os
experimentos foram feitos em duplicata.

Nenhuma diferenga significativa foi detectada entre as médias (ANOVA).
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4.3.6 Complexo IV

O efeito dos acidos etilmalénico e metilsucinico foi testado também sobre a
atividade do complexo IV. As figuras 4.35 e 4.36 mostram os resultados desses
experimentos, expressos nmol.min™".mg de proteina ~'. Verifica-se que os acidos nao
afetaram a atividade do complexo IV nas concentracbes de 1 e 5 mM (acido
etilmalénico [F(2,9)= 0,008, p>0,05]; acido metilsucinico [F(2,9)=1,940, p>0,05]). Os

resultados estdo expressos em nmol.min'1.mg de proteina ™.
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Figura 4.35 — Efeito in vitro do acido etilmaldnico sobre a atividade do complexo IV em homogeneizado
de musculo cardiaco de ratos. Os resultados estdo expressos em média + desvio padrédo (n=4). Todos os
experimentos foram feitos em duplicata.

Nenhuma diferenca significativa foi detectada entre as médias (ANOVA).
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Figura 4.36 — Efeito in vitro do acido metilsucinico sobre a atividade do complexo IV em homogeneizado
de musculo cardiaco de ratos. Os resultados estdo expressos em média + desvio padréo (n=4). Todos os
experimentos foram feitos em duplicata.

Nenhuma diferenca significativa foi detectada entre as médias (ANOVA).
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4.4 Efeito dos acidos etilmalonico e metilsucinico sobre a atividade da creatina
quinase em cortex cerebral de ratos

Foi testado o efeito dos acidos etilmalénico e metilsucinico sobre a atividade da
creatina quinase em homogeneizado de cortex cerebral de ratos. Esses experimentos
mostraram que o acido etilmalénico inibiu significativamente a atividade da creatina
quinase nas concentracées 1,0 e 2,5 mM (figura 4.37) [F(3,12)=6,608. P<0,01],
enquanto o acido metilsucinico ndo alterou a atividade da enzima nas mesmas
concentragodes (figura 4.38) [F(3,19)=0,133, p>0,05]. Os resultados estado expressos em

umol. creatina.min'1.mg de proteina™.
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Figura 4.37 - Efeito in vitro do acido etilmalénico sobre a atividade da creatina quinase em
homogeneizado de cortex de ratos. Os resultados estdo expressos em média + desvio padao (n=>5).
Todos os experimentos foram feitos em duplicata.

*P<0,05 em relacdo ao controle (ANOVA, seguido pelo teste de Duncan)
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Figura 4.38 - Efeito in vitro do &acido metilsucinico sobre a atividade da creatina quinase em
homogeneizado de cortex de ratos. Os resultados estdo expressos em média + desvio padéo (n=5).
Todos os experimentos foram feitos em duplicata.

Nenhuma diferenca significativa foi detectada entre as médias (ANOVA).

4.5 Efeito do acido etilmalénico sobre a atividade da creatina quinase em coértex
cerebral de ratos na presenc¢a de antoxidantes

Testou-se entao se o efeito inibitério do acido etilmalénico poderia ser devido a
acao de radicais livres e/ou a oxidagcao de grupos sulfidrila fundamentais para a
atividade da enzima, tendo em vista que a creatina quinase possui muitos residuos
cisteina. Para isso foi determinada a atividade da enzima na presenga do acido
etilmalbnico e do antioxidante glutationa, dos sequestradores de radicais livres trolox
(vitamina E hidrossoluvel) e acido ascoérbico e do inibidor da 6xido nitrico sintase L-
NAME. As figuras 4.39 [F(5,29)=6,739, p<0,001] e 4.40 [F(5,30)=9,534, p<0,0001]
mostram que o efeito inibitério do acido etilmalénico (EMA) sobre a creatina quinase foi
prevenido pela adicdo de 1 mM de glutationa, enquanto a adicédo de 2 mM de acido
ascorbico, 10 uM de trolox ou 1 mM de L-NAME n&o preveniram o efeito inibitério do
acido etilmalénico. Podemos também observar que a glutationa, o trolox, o acido

ascorbico e o L-NAME per se ndo alteraram significativamente a atividade da enzima
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creatina quinase. Os resultados estdo expressos em pmol. creatina.min™.mg de
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Figura 4.39 - Efeito in vitro do acido etilmalénico (EMA) sobre a atividade da creatina quinase em
homogeneizado de cortex cerebral de ratos em presenga ou auséncia da glutationa (GSH) e do L-NAME.
Os resultados estao expressos em média + desvio padao (n=6). Todos os experimentos foram feitos em
duplicata.

*P<0,05, **p<0,01 em relagao ao controle (ANOVA, seguido pelo teste de Duncan)
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Figura 4.40 - Efeito in vitro do acido etilmalénico (EMA) sobre a atividade da creatina quinase em
homogeneizado de cértex cerebral de ratos em presenga ou auséncia do a-tocoferol (TROLOX) e do
acido ascorbico. Os resultados estdo expressos em média + desvio padao (n=6). Todos os experimentos
foram feitos em duplicata.

*P<0,05 em relagéo ao controle (ANOVA, seguido pelo teste de Duncan)
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4.6 Efeito dos acidos etilmalonico e metilsucinico sobre a atividade da creatina
quinase em musculo esquelético e musculo cardiaco de ratos

Também foi testado o efeito dos acidos etilmalénico e metilsucinico sobre a
atividade da creatina quinase em homogeneizado de musculo esquelético e musculo
cardiaco de ratos. As figuras 4.41 e 4.42 mostram que os dois metabdlitos nao
alteraram a atividade da enzima em ambos tecidos, em concentracdes que variaram
entre 0,5 e 2,5 mM (musculo esquelético: acido etilmalbnico [t(1,8)=0,426, p>0,05],
acido metilsucinico [F(3,19)=1,098, p>0,05]; musculo cardiaco: acido etilmalénico
[F(3,19)=0,182, p>0,05], acido metilsucinico [F(3,19)=0,917, p>0,05]). Os resultados

estdo expressos em pmol. creatina.min™’.mg de proteina™.
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Figura 4.41 - Efeito in vitro do acido etilmalénico (A) e do acido metilsucinico (B) sobre a atividade da
creatina quinase em homogeneizado de musculo esquelético de ratos. Os resultados estdo expressos em
média + desvio padao (n=5). Todos os experimentos foram feitos em ftriplicata.

Nenhuma diferenga significativa foi detectada entre as médias (Teste t de Student, para amostras
pareadas (A) e ANOVA (B)).
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Figura 4.42 - Efeito in vitro do acido etilmalénico (A) e do acido metilsucinico (B) sobre a atividade da
creatina quinase em homogeneizado de musculo cardiaco de ratos. Os resultados estdo expressos em
média + desvio padao (n=5). Todos os experimentos foram feitos em ftriplicata.

Nenhuma diferenca significativa foi detectada entre as médias (ANOVA).
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4.7 Efeito do acido etilmalénico sobre a atividade da creatina quinase na fragao
mitocondrial de coértex cerebral, musculo esquelético e musculo cardiaco de ratos

Foi também testado o efeito do acido etilmalénico sobre a atividade da creatina
quinase em fragbes mitocondriais (CKy;) de cortex cerebral, musculo esquelético e
musculo cardiaco de ratos. A figura 4.43 (A) mostra que o acido etilmalénico nas
concentragdes 1,0 e 2,5 mM inibiu significativamente a atividade da creatina quinase
mitocondrial em cortex cerebral [F(3,24)=4,567, p<0,05]. No entanto, o acido
etiimalénico ndo alterou a atividade da creatina quinase na fragdo mitocondrial de
musculo cardiaco [F(3,16)=0,140, p>0,05] e esquelético [F(3,16)=0,864, p>0,05], figuras
443 (B) e (C) o que ja era esperado, ja que a creatina quinase total ndo foi afetada
pelo acido nestes tecidos. Os resultados estdo expressos em pmol.creatina.min”.mg de

proteina™.
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Figura 4.43 - Efeito in vitro do acido etilmalénico sobre a atividade da creatina quinase na fragao
mitocondrial de homogeneizado de cértex (A), musculo cardiaco (B) e musculo esquelético (C) de ratos.
Os resultados estdo expressos em média + erro padéo (n=6-8). Todos os experimentos foram feitos em
duplicata. *p<0,05 em relagéo ao controle (ANOVA, seguido pelo teste de Duncan
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4.8 Efeito do acido etilmalénico sobre a atividade da creatina quinase na fragao
mitocondrial de coértex cerebral de ratos na presencga de antoxidantes

Com objetivo de verificar se o efeito inibitério do acido etilmalénico sobre a
atividade da creatina quinase mitocondrial poderia ser mediado pela acdo de radicais
livres ou relacionado a uma possivel agdo sobre grupamentos tidlicos da enzima, foi
medida a atividade da creatina quinase na fragdo mitocondrial na presenca do acido
etilmalénico e do antioxidante glutationa, e dos sequestradores de radicais livres trolox
e acido ascorbico ou do inibidor da 6xido nitrico sintase L-NAME. A figura 4.44 mostra
que o efeito do acido etilmalénico foi prevenido pela adi¢ao de 0,5 mM de glutationa e
de 0,5 mM de acido ascérbico no meio de incubagao, porém a adicao de 1 mM de L-
NAME e de 20 uM de trolox n&o preveniram a agao inibitoria do acido [F(9,50)=3,152,
p<0,05]. Podemos também observar que a glutationa, o trolox, o acido ascorbico e o L-
NAME per se ndo alteraram significativamente a atividade da enzima. Os resultados

estdo expressos em umol.creatina.min™'.mg de proteina™.
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Figura 4.44 - Efeito in vitro do acido etilmalénico (EMA) sobre a atividade da creatina quinase na fragcéo
mitocondrial de homogeneizado de cortex cerebral de ratos em presenca ou auséncia da glutationa
(GSH), do L-NAME, a-tocoferol (Vit. E) e do acido ascérbico (Vit. C). Os resultados estdo expressos em
média = erro paddo (n=6). Todos os experimentos foram feitos em duplicata.

*P<0,05 em relagdo ao controle (ANOVA, seguido pelo teste de Duncan)

4.9 Efeito do acido etilmalonico sobre a atividade da fragao citosélica da creatina
quinase de coértex cerebral, musculo cardiaco e musculo esquelético de ratos

A seguir foi testado o efeito do acido etilmalonico sobre a atividade da creatina
quinase em fragbes citosolicas de coértex cerebral, musculo cardiaco e musculo
esquelético de ratos. Na figura 4.45 podemos observar que o acido etilmalénico nao
afeta a atividade da enzima em nenhum dos trés tecidos (cortex cerebral
[F(3,20)=1,681, p>0,05]; musculo esquelético [F(3,16)=0,728, p>0,05];musculo cardiaco
[F(3,20)=0,466, p>0,05]). Os resultados estdo expressos em pumol.creatina.min™.mg de

proteina™.
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Figura 4.45 - Efeito in vitro do éacido etilmalénico sobre a atividade da creatina quinase na fragéo
citosdlica de homogeneizado de cértex (A), musculo cardiaco (B) e musculo esquelético (C) de ratos. Os
resultados estdo expressos em média + desvio padédo (n=6-8). Todos os experimentos foram feitos em

duplicata.
Nenhuma diferenca significativa foi detectada entre as médias (ANOVA).
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5. DISCUSSAO

A elevacdo acentuada na concentragdo do acido etilmalénico acompanhada de
um aumento menor na concentragado do acido metilsucinico sdo achados caracteristicos
na deficiéncia de desidrogenase da acil-CoA de cadeia curta (SCAD). Outras doencas
neurodegenerativas também apresentam aumento nas concentracbes do acido
etilmalénico, como a sindrome da encefalopatia etilmalbnica, a acidemia glutarica tipo Il
e alguns disturbios neurodegenerativos cujo defeito bioquimico ndo esta ainda definido
(Roe & Ding, 2001; Burlina et al, 1994; Ozand et al, 1994).

Os sinais mais caracteristicos apresentados pelos pacientes afetados por essas
desordens sao encefalopatia e miopatia, cuja patogénese nao esta ainda esclarecida.
Essas doengas sao potencialmente letais e em situagbes de crise aguda ou
descompensagcdo metabdlica os pacientes apresentam-se mais profundamente
afetados, manifestando usualmente coma e edema cerebral (Roe & Ding, 2001).

Os pacientes com deficiéncia de SCAD apresentam comumente acidose latica,
indicando uma provavel disfungdo mitocondrial que pode resultar em déficit no
metabolismo energético.

O cérebro € um dos 6rgaos mais ativos metabolicamente. Ele utiliza como
principal fonte de energia fundamentalmente a glicose, que através da via glicolitica, do
ciclo de Krebs, da cadeia respiratéria e da fosforilagao oxidativa, forma a maior parte do
ATP necessario as necessidades metabdlicas cerebrais (Dickinson, 1996; Erecinska &
Silver, 1994). Déficit de produgdo de energia, caracteristica das mitocondriopatias,
usualmente se manifesta como encefalopatia, miopatia ou encefalomiopatia (Shapira,
1999; Darras & Friedman, 2000) que correspondem a expressao fenotipica da

deficiéncia de SCAD e de outras doengas com acumulo de acido etilmaldnico.
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Portanto, no presente trabalho estudamos o efeito in vitro dos acidos etilmalénico
e metilsucinico, principais metabdlitos acumulados na deficiéncia de SCAD e na
encefalopatia etilmalénica, sobre algumas atividades enzimaticas essenciais ao
metabolismo energético. Testamos o efeito desses metabdlitos sobre a atividade dos
complexos da cadeia respiratoria e da creatina quinase em cortex cerebral, musculo
esquelético e musculo cardiaco de ratos jovens. A manutengdo dessas atividades é
essencial para o funcionamento normal desses tecidos ricos em mitocbndrias e a
reducao dessas atividades pode causar dano a éles (Wyss et al, 1992; Stachowiak et
al, 1998; Shapira, 1999).

Inicialmente estudamos o efeito dos acidos etilmalénico e metilsucinico sobre os
complexos da cadeia respiratoria. A cadeia respiratéria tem uma participagao bastante
importante no metabolismo energético. E através dela que sdo bombeados prétons
para o espacgo intermembranas formado o gradiente eletroquimico que ativa a ATP
sintase produzindo grande parte do ATP necessario as células.

Verificamos que tanto o acido etilmalénico quanto o acido metilsucinico inibiram
significativamente a atividade do complexo I+lll em cortex cerebral de ratos jovens,
porém nao alteraram a atividade dos demais complexos da cadeia respiratéria (Il, SDH,
[I+111, [l e IV) nesse tecido bem como nao alteraram a atividade de todos os complexos
da cadeia respiratéria em musculo esquelético e musculo cardiaco de ratos jovens.
Nesse particular, trabalhos recentes tem demonstrado que uma inibicdo da cadeia
respiratoria por metabdlitos acumulados em varios disturbios de oxidagdo de acidos
graxos, como por exemplo na deficiéncia de LCHAD, onde os metabdlitos acumulados
(acidos dicarboxilicos e acido 3-hidroxidicarboxilico, com cadeias contendo entre 6 e 14

carbonos) reduzem significativamente a atividade de todos os complexos da cadeia
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respiratoria (Ventura et al, 1995; Woitezak & Schonfeld, 1993). Estudos mostraram
também que derivados acil-CoA inibem a fosforilagao oxidativa e a cadeia respiratoéria e
que acidos graxos e seus derivados apresentam um efeito semelhante aos detergentes
sobre as biomembranas. A toxicidade dos acidos graxos e seus derivados acil-CoA
parece estar relacionada ao tamanho da cadeia de carbonos da molécula; quanto maior
0 numero de atomos carbonos, maior e mais prejudicial sera o efeito do acido graxo e
seus derivados (Das et al, 2000; Ventura et al, 1995). Tendo em vista assim, que os
metabdlitos acumulados na deficiéncia de SCAD possuem cadeia de carbonos curta,
acreditamos que o efeito seletivo dos acidos etilmalénico e metilsucinico sobre o
complexo I+l em coértex deve ocorrer por um outro mecanismo diferente daquele dos
acidos graxos de cadeia média ou longa que alteram a fluidez da membrana
plasmatica.

Apos os resultados obtidos com os complexos da cadeia respiratéria, resolvemos
estudar o efeito dos acidos etilmalénico e metilsucinico sobre a atividade da creatina
quinase, uma enzima fundamental para o metabolismo energético em tecidos ricos em
mitocondrias.

A creatina quinase tem um papel bastante importante no metabolismo energético
tanto cerebral como muscular. O sistema creatina quinase/creatina/fosfocreatina é
bastante importante para a manutengdo dos niveis de energia, uma vez que ele
regenera o ATP consumido nos tecidos e transfere o ATP dos sitios de produgéo para
os sitios de consumo (Wyss et al., 1992; Boehm et al, 1996). A creatina quinase
esta presente principalmente nos tecidos com alta demanda de energia, como cérebro,
musculo esquelético e musculo cardiaco. Nesses tecidos as diferentes isoformas da

creatina quinase se distribuem de modo desigual. O cérebro possui predominantemente
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a isoforma citosdlica CK-BB e a isoforma mitocondrial CK,,; a, enquanto o musculo
esquelético possui a isoforma citosélica CK-MM e a isoforma mitocondrial CK, b e o
musculo cardiaco apresenta a isoforma citosdlica CK-MB e a isoforma mitocondrial
CKnmi b (O'Gorman, 1996; Wyss et al, 1992).

Verificamos que o acido etilmalénico reduz de forma significativa a atividade total
da creatina quinase em cortex cerebral, porém ndo altera essa atividade em musculo
esquelético e musculo cardiaco de ratos. Por outro lado, o acido metilsucinico nao
modificou a atividade da creatina quinase em nenhum dos trés tecidos, cortex cerebral,
musculo esquelético e musculo cardiaco.

Esses resultados mostram que o acido etilmalbnico inibe de forma seletiva a
creatina quinase cerebral, ndo alterando a atividade da enzima em outros tecidos. Tais
resultados sugerem que o acido etilmalénico atua de forma preponderante sobre as
isoformas cerebrais da creatina quinase, ou seja, que o acido atua especificamente
sobre as isoformas CK-BB e/ou CKy,; a.

O préximo passo foi Investigar se o efeito inibitério do acido etilmaldnico sobre a
creatina quinase em cortex cerebral poderia ser devido a acao de radicais livres e/ou a
oxidagao de grupos sulfidrila induzidos por esse acido e fundamentais para a atividade
dessa enzima. Estudos tem demonstrado a suscetibilidade da creatina quinase a
agentes oxidantes. A enzima possui residuos de cisteina contendo grupamentos tidis
que podem ser alvo de agentes oxidantes como o 6xido nitrico e outros radicais livres
(Soboll et al, 1999; Konorev et al, 1998; Stachowiak et al, 1998). Resultados anteriores
mostraram que o Oxido nitrico e espécies reativas de oxigénio (ROS) inibem a creatina

quinase em musculo esquelético e musculo cardiaco (Mekhfi et al, 1996 ; Wolosker et
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al, 1996), enquanto a creatina quinase mitocondrial cardiaca pode ser inativada pelo
peroxinitrito (Stachowiak et al, 1998).

Verificamos que o antioxidante glutationa, que atua como um agente redutor de
grupos tidis in vivo, preveniu totalmente o efeito inibitério do acido etilmalénico.
Acredita-se, portanto que a inativagao parcial da enzima pelo acido etilmalénico possa
ser mediada pela oxidagao de grupos tidis ou outros grupamentos da enzima. Esses
resultados vem ao encontro de outros estudos que mostraram que a inibicdo da
creatina quinase mitocondrial cardiaca induzida por radicais livres pode ser revertida
pelos agentes redutores ditiotreitol (Mekhfi et al, 1996) e 2-mercaptoetanol (Stachowiak
et al, 1998), indicando assim o envolvimento de residuos tidis no sitio ativo da enzima.
Por outro lado, os sequestradores de radicais peroxila trolox e o acido ascorbico, que
atuam sobre os radicais hidroxila e superdxido, e o inibidor da 6xido nitrico sintase L-
NAME né&o preveniram o efeito do acido etilmalénico, sugerindo que, nas condigdes
utilizadas em nossos ensaios, o0 acido etiimalénico ndo induz a formacgao desses
radicais livres e éxido nitrico

Estudamos também o efeito do acido etilmalénico sobre as isoformas citosdlica e
mitocondrial da creatina quinase. Verificamos que o acido etilmalénico nao altera a
atividade da creatina quinase tanto em preparagées mitocondriais quanto em citosodlicas
em musculo esquelético e musculo cardiaco, o que ja era esperado uma vez que o
acido néao alterou a atividade total da creatina quinase nos mesmos tecidos. No entanto,
o acido etilmaldnico inibiu a atividade da creatina quinase na fragdo mitocondrial em
cortex cerebral, mas nao alterou a atividade da enzima na fragcao citosdlica no mesmo
tecido. Esses resultados indicam que o acido etilmalénico possui um efeito inibitério

especifico sobre a isoforma mitocondrial da creatina quinase, ou seja, sobre a CKy,; a,
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nao afetando a isoenzima citosdlica cerebral ou as isoenzimas citosdlicas e mitocondrial
presentes no musculo esquelético e no musculo cardiaco.

Investigamos também se o efeito do acido etilmalénico sobre a atividade da
creatina quinase mitocondrial poderia ser mediado pela agado de radicais livres e/ou
quanto estaria relacionado a uma possivel agao sobre grupamentos tidlicos da enzima.
Verificamos, entdo, que tanto a glutationa, quanto o acido ascoérbico, preveniram
eficientemente o efeito inibitério do acido etilmalénico sobre a fracdo mitocondrial da
creatina quinase. O efeito da glutationa, que atua como um agente redutor de grupos
tidis, indica que a acdo inibitéria do acido etilmalénico sobre a creatina quinase
mitocondrial pode estar relaciona a oxidagao de grupos sulfidrila essenciais a atividade
da enzima. Ja a prevencgao do efeito inibitério do acido etilmaldnico causada pelo acido
ascorbico sugere que o acido pode estar envolvido com a formagédo de radicais
superéxido e hidroxila, uma vez que este agente oxidante atua sobre esses radicais
livres. Por outro lado, o L-NAME e o trolox ndo apresentaram efeito sobre essa agao
inibitoria, indicando que o 6xido nitrico ou seus derivados (p.ex. peroxinitrito) ndo sao
formados pelo acido etilmaldnico.

Nossos resultados, portanto, sugerem que o acido etilmaldnico possa prejudicar
o metabolismo energético cerebral ao inibir o complexo I+l da cadeia respiratéria e a
enzima creatina quinase mitocondrial no cérebro, o que poderia estar relacionado com
a encefalopatia caracteristica dos pacientes onde este &acido estd acumulado. E
interessante observar-se que alteragdes mitocondriais podem ser observadas a
microscopia em alguns pacientes com deficiéncia de SCAD, tendo alguns pacientes
sido diagnosticados erroneamente como acidemia latica congénita (Roe & Ding, 2001;

Dawson, 1995). Nesse particular, a redugao da atividade da creatina quinase tem sido
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associada a varios disturbios caracterizados por disfungao cerebral como a doenca de
Alzheimer e outros disturbios neurodegenerativos (Shapira, 1999; Aksenov et al, 2000;
David et al, 1998).

Acreditamos que nossos resultados possam contribuir, mesmo em parte, para
elucidar a etnopatogenia da disfungdo neuroldgica associada a deficiéncia de SCAD.
Os pacientes apresentam um agravamento do quadro nos momentos de crise ou
descompensagao metabdlica, quando os niveis do acido etilmalénico aumentam
drasticamente. Entretanto, nossos resultados ndo explicam a miopatia associada a
fraqueza muscular apresentada por esses pacientes.

Concluindo, demonstramos que os acidos etilmalénico e metilsucinico reduzem a
atividade do complexo I+lll. Consequentemete € provavel que esses acidos
prejudiquem a sintese de ATP, visto que impedem a formagdo do gradiente
eletroquimico, que depende da transferéncia sequencial de elétrons entre todos os
complexos da cadeia respiratoria (Marks et al, 1996). Além disso o acido etilmalénico
inibe a atividade da enzima creatina quinase, possivelmente através da oxidagao de
grupos fundamentais da enzima. A creatina quinase tem papel importante na
manutencgao dos niveis energéticos no cérebro. Ela atua tanto como tampao energético,
regenerando o ATP, como também como um transferidor de ATP dos sitios de
produgao para os de consumo (Wyss et al, 1992).

Nossos resultados sao oriundos de experimentos in vitro. Seria interessante
investigar o efeito desses acido in vivo. Dai o desenvolvimento de um modelo
experimental quimico da aciduria etilmalénica através da injecdo parenteral do acido

etilmalénico a ratos jovens parece ser uma perspectiva viavel para se estudar o efeito in
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vivo da administracdo dos acidos etilmalénico e metilsucinico sobre os parametros

energéticos investigados no presente trabalho.
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6. CONCLUSOES

- Os acidos etilmaldnico e metilsucinico inibiram significativamente a atividade do
complexo |+lll da cadeia respiratéria em cortex cerebral de ratos de 30 dias na
concentracdo de 1 mM. Esses mesmos acidos nao alteraram a atividade dos
complexos I, SDH, lI+lll, IIl e IV nesse tecido na concentragao de 1 mM.

- Os acidos etilmaldnico e metilsucinico ndo alteraram a atividade dos complexos da
cadeia respiratoria I1+1l, 1I, SDH, [I+1ll, Il e IV em musculo esquelético de ratos nas
concentracdes de 1 e 5 mM.

- Os acidos etilmaldnico e metilsucinico n&do alteraram a atividade dos complexos da
cadeia respiratoria I+l 1l, SDH, lI+1ll, Il e IV em musculo cardiaco de ratos nas
concentracdes de 1 e 5 mM.

- O acido etilmaldnico inibiu significativamente a atividade total da creatina quinase
em cortex cerebral de ratos nas concentragcdes de 1 e 2,5 mM, enquanto o acido
metilsucinico nao alterou a atividade da enzima nas mesmas concentracoes.

- O efeito inibitério do acido etilmalbénico sobre a atividade total da creatina quinase
em cortex cerebral foi prevenido pela adigdo de 1 mM do antioxidante glutationa.

- A adicdo de acido ascorbico (2mM), trolox (10 uM) ou L-NAME (1 mM) n&o preveniu
o efeito inibitério do acido etilmalénico sobre a atividade total da creatina quinase em
coértex cerebral.

- Os acidos etilmaldnico e metilsucinico ndo alteraram a atividade total da creatina
quinase em musculo esquelético e musculo cardiaco de ratos em concentragdes de

0,5a2,5mM.
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O acido etilmaldnico inibiu significativamente a atividade da creatina quinase na
fracdo mitocondrial de cortex cerebral de ratos nas concentragdes de 1 e 2,5 mM.
No entanto, o acido etilmalénico n&do alterou a atividade de creatina quinase na
fracdo mitocondrial de musculo esquelético e musculo cardiaco de ratos nas
concentragdes de 0,5 a 2,5 mM.

A adicédo de glutationa (0,5 mM) e de acido ascorbico (0,5 mM) preveniu o efeito
inibitério do acido etilmalénico sobre a atividade da creatina quinase na fracao
mitocondrial de cértex cerebral.

O efeito inibitorio do acido etilmalbnico sobre a atividade da creatina quinase na
fracdo mitocondrial de cortex cerebral ndo foi prevenido pela adigdo de L-NAME (1
mM) ou trolox (20uM).

O acido etilmalbnico n&o alterou a atividade da creatina quinase na fragao citosolica
de cortex cerebral, musculo esquelético e musculo cardiaco de ratos nas
concentracdes de 0,5 a 2,5 mM.

Os acidos etilmalénico e metilsucinico comprometem o metabolismo energético
cerebral através da inibicdo de atividades enzimaticas essenciais para a producgao e

transporte de energia pela célula.
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7. PERSPECTIVAS

Pretendemos dar continuidade a este trabalho, investigando a acg&o in vivo dos
acidos etilmalénico e metilsucinico sobre varios parametros do metabolismo

energético, bem como a agdo dos mesmos sobre outros parametros.

1. Verificacdo da acdo in vitro dos acidos etilmalénico e metilsucinico sobre as
atividades dos complexos da cadeia respiratdria e da enzima creatina quinase em
outras estruturas cerebrais (cerebelo, estriado e hipocampo).

2. Desenvolvimento de um modelo animal experimental de aciduria etiimalénica e de
aciduria metilsucinica através de inje¢des subcutanes dos acidos etilmaldnico e
metilsucinico.

3. Acéo in vivo dos acidos etilmaldnico e metilsucinico sobre os mesmos parametos do
metabolismo energético verificados no presente trabalho, ou seja, sobre as
atividades dos complexos da cadeia respiratéria e da enzima creatina quinase em
cérebro, musculo esquelético e musculo cardaco.

4. Verificacdo do efeito in vivo dos acidos etilmalénico e metilsucinico sobre os niveis
de ATP, ADP, lactato e piruvato e suas relagbes em cérebro, musculo esquelético e

musculo cardiaco de ratos.
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